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Acide DésoxyriboNucléique complémentaire 
Acide Hyaluronique 
Acide RiboNucléique 
Acide RiboNucléique messager 
Albumine de Sérum Bovin 
Biglycan 
Calcium/Calmodulin-dependent Serine Protein Kinase 
Carbohydrate Active enZymes 
Collagène 
Chlorure de CétylPyridinium 
Cytidine phosphodiester Guanosine 
ProtéoGlycanes à Chondroïtine Sulfates 
Tridimentionnel 
DiEthylAminoEthyl 
Décorine 
Dysplasie Dysségmentale de type Silverman-Handmaker 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DeoxyRibonucleic Acid 
DNA MethylTransferase 
Escherichia coli 
Ehlers-Danlos 
Ehlers-Danlos Syndrome 
Epidermal Growth Factor 
Expression Sequence Tag 
Engelbreth-Holm-Swarm 
Exostose 
Focal Adhesion Kinase 
Fibroblast Growth Factor 
Fibroblast Growth Factor Receptor 
Fibromoduline 
Galactose 
N-AcétylGalactosamine 
β1,3-GalactosylTransférase 
β1,4-GalactosylTransférase 
glycoprotéine de type B 
glycoprotéine de type C 
glycoprotéine de type D 
Glucose 



 

12 
 

GlcA 
GlcAT-I 
GlcNAc 
GST 
GPC 
GPI 
HB-GAM 
HEPES 
 
Hp 
HS 
HSPG 
HSV 
IdoA 
IgG 
IPTG 
KS 
KO 
LA 
LDL 
LP 
LRR 
LUM 
MB 
MEC 
MOPS 
4-MOX 
NC 
NCAM 
NDST 
NS 
PBS 
PCR 
Pgp-1 
PG 
PKC 
PMSF 
PRELP 
PSD 
PVDF 
RE 
RNA 
SDS-PAGE 
SEA 

Acide Glucuronique 
β1,3-GlucuronosylTransférase 
N-AcétylGlucosamine 
Glutathion-S-Transférase 
Glypican 
Glycosyl-PhosphatidylInositol 
Heparin-Binding Growth-Associated-Molecule 
Tris [hydroxyméthyl]aminoéthane, acide N-(2 HydroxyEthyl)Pipérazine-
N’-(2-Ethane) Sulfonique 
Héparine 
Héparane Sulfates 
ProtéoGlycanes à Héparane Sulfate 
Herpes Simplex Virus 
Acide Iduronique 
Immunoglobuline de classe G 
Isopropyl β-D-galactopyranoside 
Kératane sulfates 
Knock-out 
α-Lactalbumine 
Low Density Liporotein 
Link protein 
Leucine Rich Repeat 
Lumican 
Membrane Basale 
Matrice ExtraCellulaire 
acide N-MOrpholino-3-Propane Sulfonique 
4-MéthylOmbélliférone-7-β-D-Xyloside 
Non collagénique 
Neural Cell Adhesion Molecule 
N-Déacétylase/N-SulfoTransférase 
Non-Sulfaté 
Phosphate Buffered Saline 
Polymerase Chain Reacion 
Phagocytic glycoprotein-1 
ProtéoGlycane 
Protéine Kinase C 
PhénylMéthylSulfonyFluoride 
Prolargine 
Post-Synaptic Density  
PolyVinylidène DiFluorure  
Reticulum Endoplasmique 
RiboNucleic Acid 
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoreseis 
Sperm protein, Enterokinase, Agrin 



 

13 
 

SGBS 
SLRP 
SSJI 
ST 
SVF 
TBST 
TGF 
TNF 
VEGF 
Xyl 
XT 
 
 

Simpson-Golabi-Behmel 
Small Leucine Rich Proteoglycan 
Syndrome de Schwartz-Jampel de type I 
SulfoTransférase 
Sérum de Veau Foetal 
Tris Buffer Saline Tween 
Transforming Growth Factor 
Tumor Necrosis Factor 
Vascular Epidermal Growth Factor 
Xylose 
XylosylTransférase 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

Introduction 

bibliographique 



 

14 
 

Chapitre 1: Protéoglycanes et glycosaminoglycanes  

 

I. INTRODUCTION 

Les protéoglycanes (PGs) sont des macromolécules hydrophiles qui se composent d’une 

protéine porteuse (protéine "core") sur laquelle sont fixées une ou plusieurs chaînes de 

carbohydrates appelées glycosaminoglycanes (GAGs). L’étude des PGs a débuté au cours des 

années 1920 et s’est accélérée à partir des années 1950. Ce sont des molécules 

remarquablement complexes du fait de leur double nature biochimique, de leur localisation 

cellulaire variable et des nombreuses modifications qu’elles peuvent subir. La fonction des 

PGs dépend à la fois de la protéine "core" et des chaînes de GAGs. Les études réalisées au 

cours des années 1970 ont démontré que les PGs sont situés majoritairement à la surface des 

cellules et dans les matrices extracellulaires (MEC). Cette localisation stratégique leur permet 

de jouer un rôle clé dans de multiples processus physiologiques et pathologiques. En effet, ils 

interagissent avec de nombreuses molécules telles que les cytokines et différents facteurs de 

croissance. Par conséquent, les PGs contrôlent des fonctions vitales telles que la migration, 

l’adhésion, la prolifération et la signalisation cellulaires, et sont également impliqués dans 

l’angiogenèse et l’inflammation. Ces molécules suscitent un intérêt grandissant. En effet, de 

nombreuses études ont mis en évidence l’implication des PGs et/ou des GAGs dans de 

multiples pathologies tels que les cancers, l’athérosclérose, les néphropathies, la maladie 

d’Alzheimer et les arthropathies, d’où l’importance de la compréhension des mécanismes 

d’action de ces molécules, de leurs voies de biosynthèse et de dégradation.  

II. STRUCTURE ET ORGANISATION DES PGs 

II.1. La protéine "core" 

La protéine "core" présente une taille variant de 30 à plus de 500 kDa (Poole, 1986; 

Ruoslahti, 1988). Elle possède des sites d’ancrage pour les chaînes de GAGs et est 

responsable de la localisation des PGs. Des études récentes ont identifié plus de trente 

protéines "core" différentes. Ces protéines contiennent également des domaines qui exercent 

des activités biologiques particulières (Iozzo, 1998), participant aux multiples fonctions des 

PGs.  
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II.2. Les chaînes de GAGs  

Les chaînes de GAGs sont présentes en nombre variable, généralement entre 1 et 100 (Kjellén 

and Lindahl, 1991; Silbert and Sugumaran, 1995). Ce sont des polysaccharides linéaires et 

hétérogènes, constitués d’unités disaccharidiques répétitives. Ce motif disaccharidique est 

généralement composé (sauf pour les kératane sulfates (KS)) d’un acide hexuronique (acide 

glucuronique (GlcA) ou acide iduronique (IdoA)) et d’une hexosamine (N-acétylglucosamine 

(GlcNAc) ou N-acétylgalactosamine (GalNAc)). Le nombre et la longueur des chaînes de 

GAGs sont très variables, auxquels s’ajoutent des modifications structurales telles que des N-

sulfatations, des O-sulfatations et des épimérisations. La présence, au sein des chaînes de 

GAGs, d’acide uronique et de groupements sulfates confèrent aux PGs une forte charge 

négative. 

Les GAGs sont classés en cinq grandes familles selon la nature de l’unité disaccharidique. On 

distingue les héparine/héparane sulfates (Hp/HS), les KS, les chondroïtine/dermatane sulfates 

(CS/DS) et l’acide hyaluronique (AH).  

A l’exception de l’AH, tous les GAGs sont attachés par une liaison covalente à une protéine 

"core" pour former un PG.  

La Figure 1 montre deux types de GAGs, les GAGs sulfatés: Hp/HS, CS/DS et KS; et les 

GAGs non sulfatés: AH. 
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Type de GAG 
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Acide-L-iduronique 
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hyaluronique 
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Acide-D-
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- 

N-

acétylglucosamine 

(GlcNAc) 

 

 

Figure 1. Représentation schématique des motifs disaccharidiques répétitifs des 
différents types de GAGs 
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II.2.1. L’héparine et les héparane sulfates (Hp/HS) 

L’Hp a été découverte en 1916 par Mc Lean. C’est le GAG le plus sulfaté, et par conséquent, 

celui qui porte la plus forte charge négative. Il est exclusivement présent dans les mastocytes 

au niveau des granules de stockage cytoplasmiques (Nader et al., 1980, 1999; Straus et al., 

1982). En revanche, les HS sont généralement moins sulfatés et sont distribués de façon 

ubiquitaire, chez les vertébrés et les invertébrés, à la surface cellulaire et dans les MEC 

(Cassaro and Dietrich, 1977). La protéine "core" de l’Hp est la serglycine, tandis que les PGs 

à HS (HSPGs) présentent différents types de squelettes peptidiques (Kjellén, 1991; David, 

1993; Iozzo, 1994). L’Hp et les HS sont des polysaccharides linéaires qui présentent des 

similarités structurales. Ils sont composés d’une D-glucosamine (GlcN) liée à un acide D-

glucuronique (GlcA) ou un acide L-iduronique (IdoA), par la formation d’une liaison de type 

α1,4. Au cours des processus de biosynthèse des GAGs, ce motif disaccharique va connaître 

des modifications très diverses. En effet, la GlcN peut être N-acétylée (GlcNAc) ou sulfatée 

(GlcNS), ou encore O-sulfatée en position 6 (GlcNAc(6S) et GlcN(6S)), et plus rarement O-

sulfatée en position 3 (GlcNS(3S) et GlcNS(3,6S)). Il est plus rare, mais possible, de trouver 

la GlcN sous forme modifiée (GlcNH2). Quant au GlcA, il peut être épimérisé en position C5 

pour donner l’IdoA, ou O-sulfaté en position 2 (GlcA2S  et IdoA2S). La charge négative des 

groupements sulfates des Hp/HS constitue un élément clé de l’interaction entre les chaînes de 

GAGs et d’autres macromolécules et médiateurs solubles. 

II.2.2. Les kératane sulfates (KS) 

Les chaînes de KS ont été extraites à partir de la cornée et identifiées pour la première fois en 

1939 (Suzuki et al., 1939). La structure de ces GAGs n’a été élucidée que beaucoup plus tard 

en 1953 par Karl Meyer, qui leur a attribué le nom de  « kératosulfates » (Meyer et al., 1953). 

L’unité disaccharidique répétitive des KS est constituée d’un galactose (Gal) lié à une 

GlcNAc pour former le disaccharide: 3Galβ1,4GlcNAc. Chaque sucre peut être sulfaté en 

position C6. Selon la structure de l’oligosaccharide qui permet la liaison des KS à la protéine, 

on distingue trois classes de KS: KSI, KSII et KSIII.  

II.2.2.1. La classe des kératane sulfates de type I (KSI)  

Les KS de type I sont attachées à une asparagine (Asn) de la protéine "core" par une liaison 

N-glycosidique. On les trouve aussi bien dans la cornée que dans le cartilage. En effet, la 

fibromoduline,  la prolargine (PRELP) et l’ostéo-cadhérine localisées dans le cartilage et dans 
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l’os portent des chaînes de KSI. Un fucose peut éventuellement se fixer sur le premier résidu 

GlcNAc lié à l’Asn comme indiqué dans la Figure 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type I  (KSI)  

L’oligosaccharide qui lie les chaînes de KSI à l’Asn de la protéine "core" peut porter un fucose lié à la 
première GlcNAc. Les parenthèses indiquent que ce KS peut être absent. Les deux sucres du motif 
disaccharidique peuvent subir des sulfatations en C6. Asparagine (Asn), Galactose (Gal), N-
acétyglucosamine (GlcNAc), Mannose (Man), Fucose (Fuc). 

 

II.2.2.2. La classe des kératane sulfates de type II (KSII) 

Ce groupe de GAGs est toujours lié à une sérine ou une thréonine (Ser/Thr) de la protéine 

"core" par une liaison O-glycosidique (O-GalNAc) (Figure 3). Les KSII se lient 

exclusivement à la protéine "core" de l’agrécane, qui représente le PG majoritaire du 

cartilage. Les KSII sont des GAGs hautement sulfatés (Nieduszynski et al., 1990) et peuvent 

porter des acides sialiques (Funderburgh, 2000). 

 

 

 

 

Figure 3. Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type II  (KSII)  

Ces KS se fixent sur un acide aminé de type sérine (Ser) ou thréonine (Thr) de la protéine "core", via 
la formation d’une liaison O-glycosidique. Un acide sialique (SA) peut être lié au galactose (Gal) de la 
région de liaison des KSII. 

 

3Galβ-4GlcNAc-2Man-6 

3Galβ-4GlcNAc-2Man-6 

KKSS  

SO4 SO4 

SO4 SO4 Fuc-6 

 

SA3-Gal-3 

SO4 

KKSS  

SO4 

GalNAc-O-SSeerr//TThhrr 
3Galβ-4GlcNAc-6 

Man-4GlcNAc-4GlcNAc-N-AAssnn 

[[KKSS]]  
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II.2.2.3. La classe des kératane sulfates de type III 

Les KS de type III ont été identifiés plus récemment dans le cerveau (Krusius et al., 1986). Ils 

présentent la structure la plus simple des chaînes de KS. Les KSIII sont attachés au mannose 

lui-même lié à une Ser (ou Thr) de la protéine "core" par une liaison O-glycosidique (Figure 

4). 

 

   

 

Figure 4. Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type III (KSIII) 

Les chaînes de KS se fixent sur la sérine (Ser) ou la thréonine (Thr) de la protéine "core" par une 
liaison O-glycosidique de type O-mannose (Man). Galactose (Gal), N-acétylglucosamine (GlcNAc). 

 

II.2.3. Les chondroïtine sulfates (CS) 

L’unité disaccharidique répétitive des CS est composée d’un GlcA attaché à une GalNAc, via 

une liaison de type β1,3 (Figure 1) formant un motif GlcAβ(1,3)GalNAcβ(1,4). Les CS sont 

des GAGs sulfatés majeurs. Ils sont présents au niveau de la surface cellulaire et surtout dans 

les MEC des tissus. Au niveau du cartilage, le PG majoritaire est l’agrécane qui présente 

principalement des chaînes de CS et un plus petit nombre de chaînes de KS. Au cours des 

pathologies articulaires, la perte d’anabolisme des CS et l’altération de leur structure est un 

événement majeur, contribuant à la dégradation de la matrice cartilagineuse et à la perte de la 

fonction articulaire. Les CS peuvent subir différentes modifications, ainsi le GlcA peut être 

sulfaté en C2 et le GalNAc peut être sulfaté en C4 et/ou C6 pour produire respectivement des 

CS de type A (βGlcA(1,3)βGalNAc4S) et des CS de type C (βGlcA(1,3)βGalNAc6S).  

II.2.4. Les dermatane sulfates (DS) 

Les DS sont les GAGs exprimés de façon prédominante dans la peau. Ils sont aussi connus 

sous le nom de CS de type B (CS-B) et présentent des activités anti-coagulante et anti-

thrombotique importantes. Un DS peut être considéré comme un "dérivé" de CS, le motif 

disaccharique répétitif est composé d’un IdoA lié à une GalNAc par une liaison α1,3 pour 

former le motif IdoAα(1,3)GalNAcβ(1,4).  

L’IdoA résulte de l’épimérisation en C5 du GlcA, présent sur les chaînes de CS (Malnstron et 

al., 1975; 1984). Ainsi la présence de l’IdoA permet de distinguer les DS (ou CS-B) des CS-A 

3Galβ-4GlcNAc-6Man-O-SSeerr//TThhrr 

SO4 

KKSS  

SO4 
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(chondroïtine 4-O-sulfatés) et des CS-C (chondroïtine 6-O-sulfatés). Ce sucre permet 

l’acquisition d’une flexibilité conformationnelle facilitant les interactions entre protéines 

(Ferro et al., 1990).  Le poids moléculaire des DS varie entre 12 et 45 kDa (Linhardt et al., 

1995). Ce sont des chaînes qui subissent différentes modifications de l’acide uronique et/ou  

de l’hexosamine. Par conséquent, une chaîne de DS peut contenir: 1) IdoA et GlcA, ou IdoA 

2-O-sulfaté, 2) GalNAc non sulfatée, 3) GalNAc 4-O-sulfatée, 4) GalNAc 6-O-sulfatée, 5) 

GalNAc 4-O- et 6-O-disulfatée. 

II.2.5. L’acide hyaluronique (AH) 

L’AH a été décrit pour la première fois en 1934 (Meyer et al., 1934). C’est un 

hétéropolysaccharide linéaire composé d’une seule unité disaccharidique répétitive, constituée 

de GlcA et de GlcNAc ((1,4)GlcAβ(1,3)GlcNAcβ, Figure 1). L’AH présente une taille 

moyenne de 5,000 kDa (entre 102 et 104 kDa) et est composé de 10,000 unités 

disaccharidiques en moyenne. C’est un GAG qui a la particularité de ne jamais être sulfaté et 

de ne pas être lié à une protéine "core". 

On trouve l’AH dans les tissus de tous les vertébrés et à la surface de bactéries pathogènes, 

telles que Streptococcus et Pasteurella (Fraser et al., 1997), ainsi qu’à l’intérieur des cellules 

de mammifères. La forte charge anionique de l’AH fait de cette molécule un déterminant 

important de l’hydratation  tissulaire (Turino and Cantor, 2003). 

II.3. Les principales fonctions biologiques des GAGs  

Les GAGs sont des molécules qui ont la capacité d’interagir avec un grand nombre de 

protéines telles que les protéases, les facteurs de croissances et les récepteurs situés à la 

surface des cellules. Ainsi, ces molécules sont capables de moduler la transduction du signal 

associé à des processus physiologiques tel que le développement, la prolifération cellulaire et 

l’angiogenèse. De plus, il a été démontré que les GAGs sont utilisés par plusieurs agents 

pathogènes pour pénétrer dans la cellule (Handel, 2005).  

Les principales fonctions biologiques des six types de chaînes de GAGs sont présentées dans 

le Tableau 1.  
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Type de 
GAGs 

 
Fonction biologique 

 
Hp Effet anti-coagulant (Whitelock et al., 2005) 

Stabilisation de certaines tryptases exprimées par les mastocytes (Ruoss et 
al., 1991) 
Modulation de l’activité de  diverses chymases (Green et al., 1993) 
Régulation de la réponse inflammatoire (Page et al., 1997) 
Remodelage des voies respiratoires dans le cas de l’asthme (Tyrell et al., 
1995) 
 

HS Interaction avec les cytokines, les chimiokines et les interleukines (Handel 
et al., 2005, Aviezer, et al., 1999) 
Morphogenèse, développement et organogenèse (Whitelock et al., 2005) 
Corécepteurs de différents récepteurs à tyrosine kinases (Miserocchi et al., 
2001) 
 

KS Hydratation des tissus (Monzon et al., 2006) 
Biologie cellulaire (Monzon et al., 2006) 
GAG le plus abondant des voies respiratoires (De Merdios et al., 2005) 
 

CS Prévention de l’inflammation (Takagaki et al., 2002) 
Modulation de la réponse immunitaire (Raman et al., 2005) 
Maintien de la structure et des propriétés biomécaniques du cartilage 
(Takagaki et al., 2002) 
Régulation de l’adhésion des cellules à la MEC (Takagaki et al., 2002) 
 

DS Organisation du collagène (Handel et al., 2005) 
Régulation de l’activité du TGF-β  (Turino et al., 2003) 
Stabilisation de la membrane basale (Handel et al., 2005) 
Régulation des interactions cellule-cellule et cellule-matrice  (Turino et al., 
2003) 
 

AH Stabilisation des tissus conjonctifs (Gerdin et al., 1997) 
Organisation de la MEC (Gerdin et al., 1997) 
Hydratation et homéostasie de l’eau (Gerdin et al., 1997) 
Morphogenèse et homéostasie des tissus (Skold et al., 1996; Li et al., 2000) 
Régulation de la réponse inflammatoire (Cantor et al., 2000) 
Organisation et remodelage tissulaire (Toole 1990) 
Phagocytose et migration cellulaire (Turino et al., 2003) 

 

 

Tableau 1. Principales fonctions biologiques des chaînes de GAGs 
Hp, héparine; HS, héparane sulfates; CS, chondroïtine sulfates; DS, dermatane sulfates; AH, acide 
hyaluronique; TGF-β, transforming growth factor-β. 
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III. CLASSIFICATION DES PGS 
Il existe différents critères de classification des PGs. En se basant sur leur localisation, on peut 

distinguer trois grands groupes: les PGs membranaires, les PGs intracellulaires et les PGs de 

la MEC. 

III.1. Les PGs membranaires 

A leur découverte, certains PGs localisés à la surface des cellules ont été envisagés comme 

des glycoprotéines, avant d’être considérés comme de "vrais" PGs composés d’une protéine 

"core" et d’une ou plusieurs chaînes de GAGs. Il existe trois grandes familles de PGs 

membranaires: les syndécans, les CD44s et les glypicans. 

III.1.1. La famille des syndécans 

III.1.1.1. L’organisation des syndécans 

Les syndécans sont les principaux HSPGs membranaires (Bernfield et al., 1999; Carey, 1997; 

Couchman and Woods, 1996; Park et al., 2000 b; Rapraeger and Ott, 1998). Cette famille est 

composée de quatre membres: le syndécan-1 (Saunders et al., 1989), le syndécan-2 ou 

fibroglycan (Marynen et al., 1989), le syndécan-3 ou N-syndécan (Carey et al., 1992; Gould 

et al., 1992), et le syndécan-4 appelé aussi amphiglycan ou ryudocan (David et al., 1992; 

Kojima et al., 1992) (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Représentation schématique des membres de la famille des syndécans  

Les syndécans sont des glycoprotéines qui présentent une topologie de type I, avec un domaine 
extracellulaire qui porte les chaînes de GAGs, de nombre et de nature variable; un domaine 
transmembranaire et un court domaine cytoplasmique, divisé à son tour en  trois régions: C1, V et C2. 

D’après Bandtlow and Zimmermann, 2000 

Membrane cellulaire 

Chaînes de GAGs 

C1 
V 
C2 
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Toutes les cellules adhérentes expriment un ou plusieurs types de syndécans, localisés à la 

surface des cellules. Les syndécans sont fixés à la membrane plasmique par un segment 

transmembranaire et présentent une topologie de type I et une organisation structurale 

similaire comprenant trois domaines majeurs: le domaine extracellulaire ou ectodomaine, le 

domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique (Figure 6). 

 Le domaine extracellulaire ou ectodomaine: Il présente une faible homologie de 

séquence entre les membres de la famille des syndécans et se situe à l’extrémité N-

terminale de la protéine. Il contient des séquences consensus de type Ser-Gly, 

entourées d’acides aminés de nature acide qui permettent l’accrochage des chaînes de 

GAGs. Il porte également des sites peptidiques sensibles à l’action des protéases 

péricellulaires. En effet, les syndécans peuvent exister sous forme soluble dans le 

milieu extracellulaire suite au clivage de ce domaine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Représentation schématique des domaines fonctionnels des syndécans 
Les syndécans sont des HSPGs localisés à la surface des cellules. Ce sont des glycoprotéines qui 
présentent une topologie de type I, avec trois domaine distincts: l’ectodomaine, le domaine 
transmembranaire et le domaine cytoplasmique. CASK: calcium/calmodulin-dependent serine protein 
kinase; PDZ: Post-synaptic density 95, Discs large, Zonula occludens-1. 

D’après Multhaupt et al., 2009 

 Séquence peptidique conservée. 

 Fonctions très peu connues 
(oligomérisation avec les protéines 
membranaires) 

 
Domaine 
cytoplasmique 

C1 

V 
C2 

Domaine 
extracellulaire 

Domaine 
transmembranaire 

 Site  de fixation des chaînes de GAGs. 

 Interaction avec des molécules de la 
matrice extracellulaire, telles que les 
facteurs de croissance, les inhibiteurs de 
protéases et les lipoprotéines. 

 C1 conservé dans tous les syndécans. 
Présente une homologie avec les 
neurexines. Se lie à l’actine du 
cytosquelette 

 V région variable, spécifique de chaque 
syndécan 

 C2 conservé dans tous les syndécans, se 
lie aux domaines PDZ de type II (CASK, 
synectine) 
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 Le domaine transmembranaire: constitué de 24 à 25 acides aminés hydrophobes, il 

présente une forte homologie de séquence au sein de la famille des syndécans et 

permet l’ancrage membranaire.  

 Le domaine cytoplasmique: c’est un segment très conservé et relativement court, 

constitué de 28 à 34 acides aminés, dont 4 résidus tyrosine (Tyr) qui sont strictement 

conservés au sein de la famille des syndécans. Ces résidus peuvent être phosphorylés 

par des tyrosine kinases (TK).  

 Le domaine cytoplasmique est situé à l’extrémité C-terminale de la protéine "core" et 

présente des séquences hautement conservées entre espèces, et entre différents 

syndécans au sein de la même espèce. Il est divisé en trois régions: C1, V et C2. 

III.1.1.2. Distribution et fonctions biologiques des syndécans 

La localisation et le taux d’expression des syndécans varient selon les conditions 

physiologiques et pathologiques. Leur distribution dépend également du stade de 

développement et du type cellulaire. Ainsi, le syndécan-1 est exprimé à la surface des cellules 

épithéliales, le syndécan-2 est exprimé à la surface des cellules mésenchymateuses (Marynen 

et al., 1989), d’où le nom de fibroglycan, le syndécan-3 est exprimé à la surface des cellules 

du système nerveux, d’où le nom de N-syndécan ou Neuronal-syndecan (Cary et al., 1992). 

Quant au syndécan-4, il présente une distribution ubiquitaire  (David et al., 1992). 

Les syndécans jouent un rôle essentiel dans la modulation de la signalisation cellulaire au 

cours de nombreux processus biologiques tels que le développement embryonnaire, la 

tumorigenèse et l’angiogenèse. Ce sont des corécepteurs ou récepteurs "classiques" qui 

interagissent avec les composants de la MEC, les facteurs de croissance et autres molécules 

situées à la surface des cellules.  

La signalisation cellulaire du syndécan via ses chaînes d’HS 

De nombreuses fonctions assurées par les syndécans sont attribuées à leurs chaînes d’HS qui 

interagissent avec les facteurs de croissance, les cytokines et les molécules de la MEC (Figure 

7). Les HS situés à la surface des cellules endothéliales, par exemple, exercent un effet direct 

sur la croissance de la tumeur, en modulant l’angiogenèse. Ce phénomène  constitue une étape 

clé dans le processus du développement tumoral. Il a été démontré que les HS peuvent à la 

fois promouvoir et inhiber la néovascularisation, en régulant la signalisation associée aux 

récepteurs cellulaires des facteurs de croissance FGF2 (Sasisekharan et al., 1994) ou VEGF 

(Iozzo and San Antonio, 2001). 
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Figure 7. Présentation schématique de la signalisation du syndécan via la fixation des 

facteurs de croissance par les chaînes d’HS 
Les HS des syndécans jouent un rôle important dans la régulation de la signalisation cellulaire 

impliquée dans la croissance cellulaire et l’angiogenèse, en interagissant avec les facteurs de 

croissance et leur récepteurs. GF, growth factor. 
D’après  Rapraeger, 2000 

 

De façon intéressante, il a été démontré que chez les patients atteints de myélome, la forte 

augmentation du taux sérique du syndécan-1, provoquée par le "shedding" ou clivage de ce 

PG, est considérée comme indicateur de mauvais pronostic (Ridley et al., 1993; Wijdenes et 

al., 1996; Bayer-Garner et al., 2001). Ce phénomène provoque une augmentation 

considérable de la quantité des chaînes d’HS présentes dans le microenvironnement tumoral. 

Il en résulte une stimulation de la croissance des cellules cancéreuses due à l’interaction entre 

ces chaînes de GAGs et certains facteurs de croissance tels que le FGF-2 et le VEGF (Filla et 

al., 1998; Jakobsson et al., 2006). 

En outre, des études récentes montrent que la surexpression d’endosulfatases HSULF-1 ou 

HSULF-2  (enzymes qui clivent de façon spécifique les groupes 6-O-sulfates des chaînes 

d’HS) dans une lignée cellulaire de myélome, diminue la croissance tumorale in vivo de façon 

significative (Dai et al., 2005). Il a été suggéré que les chaînes d’HS du syndécan-1 
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constituent une cible pharmacologique potentielle pour le traitement de ce type de cancer 

(Yang et al., 2007).  

La signalisation du syndécan via la protéine "core", exemple de l’implication du syndécan-

2 dans la voie de signalisation du TGF-β 

Par ailleurs, le TGF-β peut se fixer directement sur le syndécan-2, via une interaction de type 

protéine-protéine. En conditions normales, le syndécan-2 se fixe sur le bétaglycan qui est 

transféré sur le récepteur de type II du TGF-β (TGF-βRII). Ce dernier va subir une 

autophosphorylation et va à son tour induire la phosphorylation du récepteur de type I du 

TGF-β (TGF-βRI). Ainsi le complexe TGF-βRI/TGF-βRII phosphorylé va permettre la 

transduction du signal TGF-β (Figure 8).  

 

 
Figure 8. Présentation schématique de la modulation de la signalisation du TGF-β par le 
syndécan-2 

Le syndécan-2 interagit avec le bétaglycan et conduit à la phosphorylation du complexe TGF-
βRI/TGF-βRII situé en amont de la cascade de la signalisation du TGF-β.  

D’après Tkachenko et al., 2005 
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III.1.2. La famille des CD44 

III.1.2.1. L’organisation des CD44 

Les CD44 constituent une famille de glycoprotéines membranaires de type I, qui présentent 

une expression ubiquitaire. Ils jouent un rôle majeur dans les interactions cellule-cellule et 

cellule-MEC.  

Le nom de CD44 a été attribué pour la première fois à cette famille de molécules en 1987 

(Cobbold, 1987). Ce terme a remplacé toutes les dénominations précédentes notamment, 

"lymphocyte homing receptor" (pg90Hermes), "phagocytic glycoprotein" (Pgp-1), "extracellular 

matrix protein III" (ECMP III) et "hyaluronate receptors" (H-CAM) et HUTCH-1. 

Tous les membres de la famille des CD44 sont codés par un seul gène. Il s’agit d’isoformes 

issues d’un mécanisme d’épissage alternatif. 

 

Figure 9. Présentation schématique de la structure de la protéine CD44 

A gauche, les CD44s "standards" avec un ectodomaine distal qui reconnaît l’AH, un ectodomaine 
proximal, suivi d’un domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique intracellulaire, 
capable d’interagir avec l’ankyrine et la famille ERM (ezrine, radixine, moésine). A droite, les formes 
de CD44v "variants" produites par épissage alternatif. Elles sont caractérisées par la présence d’un 
domaine proximal allongé. 

D’après Jianing and Guoshheng, 2006 

 

Les CD44 sont virtuellement exprimés par toutes les cellules d’origine neuroectodermale. La 

molécule la plus petite est appelée CD44 "standard" ou CD44s. Ce PG est dépourvu de la 

région variable et est essentiellement exprimé à la surface des cellules d’origine lympho-

hématopoiétique (CD44H). On trouve aussi le CD44v8-v10 exprimé à la surface des cellules 
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épithéliales (CD44E) et le CD44v3-v10 détecté dans les kératinocytes. Le pMeta-1(CD44v4-

v7) et le pMeta-2 (CD44v6,v7) ont été identifiés comme deux PGs « métastasiques » (Naor et 

al., 2003). Quant aux isoformes CD44-6v et CD44-9v, elles sont détectées à la surface des 

monocytes, des macrophages, des lymphocytes et des cellules dendritiques (Legras et al., 

1998). 

Le domaine extracellulaire du CD44 est situé à l’extrémité N-terminale de la protéine "core" 

et présente des sites potentiels de N-glycosylation, de O-glycosylation (Bennet et al., 1995), et 

un site de fixation de l’AH qui est le principal ligand du CD44. Il possède aussi des sites 

consensus pour l’attachement des chaînes de GAGs de type CS, HS et KS. L’ectodomaine est 

divisé en deux régions: la région extracellulaire distale largement conservée entre les espèces, 

et la région extracellulaire proximale. Cette dernière est directement liée au domaine 

transmembranaire qui est suivi du domaine cytoplasmique situé au niveau de l’extrémité C-

terminale de la protéine (Figure 9). De plus, il a été démontré que la séquence cytoplasmique 

peut être phosphorylée par la protéine kinase C (PKC), sur deux résidus lysine et arginine 

(Lys et Arg). 

III.1.2.2. Les fonctions des CD44 

Les différentes isoformes de CD44 sont impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques 

vitales, notamment la migration des cellules dans les vaisseaux sanguins. Elles interagissent 

avec les cellules et de nombreuses molécules, principalement les facteurs de croissance, les 

chimiokines et des enzymes. Les CD44 assurent la transduction du signal de l’extérieur vers 

l’intérieur de la cellule. Ces processus sont liés à la prolifération, la survie ou encore 

l’induction de l’apoptose cellulaire. Les principales fonctions biologiques des CD44 sont liées 

à la fixation de l’AH. Il a été montré que cette protéine joue un rôle majeur dans la biologie 

des cellules cancéreuses et cela depuis les tous premiers stades du processus de transformation 

maligne des cellules. En effet, l’analyse du taux d’expression de CD44 est utilisée comme un 

moyen d’étude de la progression tumorale dans de nombreux cancers chez l’homme. Ainsi, 

dans le cas de carcinome gastrique le CD44v8-v10 est corrélé avec la présence de tumeurs et 

l’invasion métastasique (Yamaguchi et al., 1995; Miwa et al., 1996). De la même façon, dans 

le cas du mélanome, le CD44v5 est un indicateur de cancer agressif (Manten-Hort et al., 

1995). 
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III.1.3. La famille des glypicans 

III.1.3.1. L’organisation des glypicans 

Le nom de glypican est attribué à une famille de PGs à HS. La protéine "core" est située sur la 

face externe de la membrane plasmique de la cellule, liée à celle-ci grâce à une liaison 

glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) (David, 1993) (Figure 10). Cette famille de HSPGs est 

composée de six membres chez les mammifères (GPC1-GPC6). Tous les glypicans possèdent 

une séquence signal du côté N-terminal qui permet l’initiation de la translocation vers le 

lumen du reticulum endoplasmique (RE) et le traffic de la protéine vers la membrane 

plasmique.  

 

 

 

 
Figure 10. Présentation schématique de la structure des glypicans 

La famille  des glypicans contient 6 membres de poids moléculaire proche (57 à 64 kDa). La protéine 
"core" est fixée à la membrane plasmique via une ancre GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol). La 
formation des ponts disulfures confère à la protéine une structure 3D globulaire. Les chaînes de GAGs 
sont principalement des HS, localisées au niveau de la partie C-terminale, à proximité de la membrane 
plasmique de la cellule. 

D’après Filmus  and Selleck, 2001 

 

L’homologie de séquence entre les membres de la famille des glypicans est faible. En 

revanche, l’analyse de leur structure 3D montre une organisation similaire due, en partie, à la 

présence de 14 résidus cystéine (Cys) conservés dans tous les glypicans (Veugelers et al., 

1999; Topczewsky et al., 2001). Une autre caractéristique fonctionnelle importante des 

Pont disulfure 

Chaînes de GAGs 
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glypicans est la localisation des sites (Ser-Gly) de fixation des chaînes d’HS à proximité de 

l’extrémité C-terminale de la protéine "core". Cette localisation stratégique suggère que les 

HS peuvent jouer le rôle de médiateurs au cours de l’interaction entre le glypican et les autres 

molécules situées à la surface de la cellule, tels que les récepteurs des facteurs de croissance.  

III.1.3.2. Les fonctions des glypicans 

De nombreuses études ont montré que la principale fonction des glypicans in vivo est la 

régulation de la signalisation de nombreux facteurs de croissance, tels que les FGFs, les Wnts 

(Yayon et al., 1991; Schlessinger et al., 1995; Reichsman et al., 1996; Binari et al., 1997), 

ainsi que des protéines de la famille des BMPs (Bone Morphogenic Proteins) et des Hhs 

(Hedghogs) (Topczewsky et al., 2001; Ohkawara et al., 2003).   

 

Nom du 

gène 

Synonyme Expression chez 

l’embryon 

Expression chez 

l’adulte 

Localisation 

chromosomique 

GPC1 Glypican Os, moelle osseuse, 

muscles, reins 

La plupart des tissus  2q35-37 

GPC2 Cérebroglycan Système nerveux Non détecté 7q22.1 

GPC3 OCI-5, MXR7 La plupart des tissus Ovaires, glandes 

mammaires 

Xq26 

GPC4 K-glypican Cerveau, reins, 

poumons 

La plupart des tissus Xq26.1 

GPC5  Cerveau, poumons, 

foie, membres 

Cerveau 13q32 

GPC6  Quelques tissus Quelques tissus, ovaire, 

reins, foie, intestin 

13q32 

 

Tableau 2. La famille des glypicans chez l’homme  

Localisation des gènes sur les chromosomes et expression tissulaire chez l’adulte et l’embryon 
humains.  

D’après Filmus, 2000  

Les glypicans sont exprimés principalement au cours du développement embryonnaire, à des 

taux variables en fonction du stade de développement et du type de tissu. Chez l’homme, la 

mutation ponctuelle du gène codant pour le glypican-3 (GPC3) est responsable du syndrome 

de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS). Le tableau clinique de ce syndrome est très lourd, il est 
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caractérisé par une macromégalie faciale, une surcroissance prénatale et postnatale, une 

prédisposition tumorale, un défaut cardiaque congénital, une syndactylie, une polydactylie, 

une dysplasie rénale et d’autres manifestations cliniques selon le phénotype du patient. Ainsi, 

le phénotype est corrélé avec la localisation de la mutation sur le gène GPC3. Ces mutations 

produisent des glypicans dont le rôle dans la signalisation des facteurs de croissance au cours 

du développement est altéré (Duenas et al., 1998). 

III.2. Les PGs intracellulaires  

De nombreuses études ont porté sur l’identification et la caractérisation des fonctions 

biologiques des PGs extracellulaires et de surface. En revanche, les PGs intracellulaires ont 

suscité moins d’attention. Le PG intracellulaire le plus connu est la serglycine (SG), c’est la 

seule protéine "core" qui porte des chaînes d’Hp. Elle peut également porter des chaînes de 

CS et d’HS. C’est l’un des plus petits PGs connus, avec une  masse moléculaire de 17 à 19 

kDa. Le nom de serglycine provient des longues séquences répétitives de Ser-Gly (sites de 

fixation des chaînes de GAGs sur la protéine "core") présentes au niveau de la région centrale 

de la protéine.   

La serglycine est exprimée majoritairement dans les granules de sécrétion des mastocytes, les 

lymphocytes T cytotoxiques (LTC), les cellules NK (Natural Killer), les neutrophiles et les 

plaquettes. Elle est aussi détectée dans des cellules d’origine non hépatopoïétique, notamment 

dans les cellules endothéliales (Schick et al., 2001) et l’endoderme pariétal (Grover et al., 

1987; Ho et al., 2001). Le nombre et la longueur des chaînes de GAGs dépendent du type 

cellulaire. La serglycine est indispensable pour le stockage de diverses enzymes dans les 

vésicules de sécrétion. Ainsi, ce PG joue un rôle crucial dans la formation des granules de 

sécrétion dans les mastocytes. De plus, il est devenu clair que la serglycine et surtout les 

chaînes d’Hep sont des acteurs clés dans les processus de thrombose et l’agrégation 

plaquettaire. 

III.3. Les PGs extracellulaires 

Les PGs extracellulaires constituent un groupe de molécules hétérogènes très diversifiées qui 

ont suscité un grand intérêt depuis leur découverte (Figure 11).  
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Figure 11. Représentation schématique de la MEC du cartilage articulaire 

La MEC du cartilage articulaire est constituée principalement de collagènes (essentiellement de type 
II), de PGs de  grande taille: l’agrécane, de PGs de petite taille: les SLRPs (décorine, biglycan et 
fibromoduline) et de protéines non collagéniques COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein). 

D’après Heinegård and Saxne, 2010 

 

III.3.1.  L’agrécane 

L’agrécane est le PG le plus abondant de la MEC du cartilage articulaire. Il fait partie des PGs 

qui forment un complexe multimoléculaire en se liant à l’AH (Iozzo, 1998). Le versican, le 

neurocan, le brévican et l’agrécane sont les quatre membres de la famille des hyalectans 

appelée aussi lecticans. Ils possèdent tous un domaine globulaire N-terminal qui interagit avec 

l’AH et un domaine globulaire C-terminal qui présente une forte homologie avec la lectine de 

type C, d’où le nom de cette famille. 

L’agrécane est un PG de grande taille très fortement glycosylé. Il contient plus de 100 chaînes 

de CS et environ 30 chaînes de KS liées à une protéine "core" de très grande taille (220,000 

kDa approximativement). Chaque chaîne de CS est 4-sulfatée et/ou 6-sulfatée. 

Il interagit avec l’AH  pour former une macromolécule qui a l’apparence d’un agrégat (d’où le 

nom d’agrécane). Cette liaison agrécane-AH est stabilisée par une glycoprotéine appelée 

protéine de liaison (link protein). 
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III.3.1.1. L’organisation structurale de l’agrécane 

La protéine "core" est constituée de trois régions globulaires appelées G1, G2 et G3, chacun de 

ces domaines contient des résidus Cys qui forment des ponts disulfures. Les régions G1 et G2 

sont séparées par un court domaine interglobulaire appelé IGD (Inter Globular Domain) et le 

domaine globulaire G2 est séparé du domaine globulaire C-terminal (G3) par une région de 

fixation des chaînes de KS et deux domaines CS1 et CS2 sur lesquels sont greffées les chaînes 

de CS (Figure 12). Le domaine G3 est situé à l’extrémité C-terminale de la protéine "core". Il 

est constitué de domaines structuraux distincts et semble jouer un rôle essentiel dans les 

processus de modifications post-traductionnelles de la protéine "core" de l’agrécane et sa 

sécrétion (Zheng et al., 1998). 

 

 

 
Figure 12. Représentation schématique de l’organisation d’un monomère d’agrécane et 
de ses domaines structuraux 

L’agrécane est lié à l’AH par le domaine globulaire G1, cette liaison est stabilisée par  la LP (link 
protein). On distingue deux autres domaines globulaires G2  et G3 qui délimitent trois régions: KS sur 
laquelle se fixent les chaînes de KS, puis CS1 et CS2 sur lesquelles sont greffées les chaînes de CS. 

D’après Roughley, 2006 

 

III.3.1.2. Les fonctions de l’agrécane 

L’agrécane joue un rôle majeur dans les propriétés rhéologiques du cartilage articulaire, en 

particulier sur la résistance de ce tissu aux forces de compression. C’est un élément 
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déterminant du maintien de l’intégrité de la MEC du cartilage articulaire. Il joue également un 

rôle important dans les interactions chondrocyte-chondrocyte et chondrocyte-MEC. 

L’altération de la qualité de l’agrécane et de ces chaînes de GAGs présent dans cette MEC est 

associée au processus arthrosique. 

De façon intéressante, il a été démontré chez l’homme que le gène codant pour l’agrécane, 

présente un polymorphisme génétique qui touche le domaine CS1 présentant une taille 

variable. Ce domaine est composé de motifs Ser-Gly répétés 13 à 33 (Doege et al., 1997). Les 

individus qui portent l’allèle le plus court expriment un agrécane caractérisé par un nombre 

réduit de chaînes de CS. Ils présenteraient un risque de dégénérescence prématurée du 

cartilage. 

La composition de l’agrécane, notamment le nombre, la longueur et le profil de sulfatation 

des chaînes de  GAGs (KS et CS) varient également en fonction de l’âge. Enfin, à cela 

s’ajoute l’hétérogénéité de l’agrécane générée par l’action des agrécanases et des 

métalloprotéinases au cours des pathologies dégénératives du cartilage.  

Enfin, des phénotypes chondrodystrophiques ont été décrits chez l’homme, en conséquence de 

la diminution de la sulfatation des CS, elle-même due à la mutation du gène codant pour le 

transporteur de sulfates (Superti-Furga et al., 1996).  

III.3.2. Les PGs de la membrane basale 

La membrane basale (MB) est considérée comme une spécialisation de la MEC. Elle se 

présente comme un mince feuillet de 50-800 nm d’épaisseur qui forme une barrière entre les 

cellules épithéliales, endothéliales, musculaires et le tissu conjonctif. Cette membrane est 

composée principalement de laminine, collagène-IV, fibronectine, entacine (nidogène), et 

d’HSPGs (perlecan, bamacan et agrine) (Erickson  and Couchman, 2000).  

III.3.2.1. Le perlecan 

Le perlecan a été isolé pour la première fois par Hassel et al. (1980) à partir du sarcome 

d’Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). C’est le PG de la MB le plus étudié et le plus abondant. Le 

nom de "perlecan" provient de l’apparence structurale de ce PG qui ressemble à un collier de 

perles. Cet aspect est dû à la présence de domaines globulaires dispersés le long d’une 

structure linéaire (Hassell et al., 2003). 
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III.3.2.1.a. L’organisation structurale du perlecan  

Le perlecan est un HSPG dont la protéine "core" est divisée en cinq domaines distincts 

(Figure 13). Ces derniers présentent des homologies de séquences avec d’autres protéines 

connues comme certains facteurs de croissance et des protéines impliquées dans le 

métabolisme des lipides (Hassel et al., 1980; Noonan et al., 1991; Kallunki and Tryggvason, 

1992; Murdoch et al., 1992). Le domaine I N-terminal est spécifique du perlecan, il porte trois 

sites potentiels pour l’attachement de chaînes d’HS, et un module SEA (Sperm protein, 

Enterokinase, Agrin).  

 

 

   

Figure 13. Présentation schématique de la structure du perlecan 

Organisation de la protéine "core" de ce HSPG en cinq domaines structuraux (indiqués en chiffres 
romains). Le schéma montre la présence de modules similaires à des protéines de la MEC. La liste 
située sous le schéma indique les molécules capables d’interagir avec chaque domaine du perlecan. 

D’après Whitelock et al., 2008 
 
 

 

III.3.2.1.b. Les fonctions du perlecan 

Le perlecan joue un rôle important au niveau de la MB, il interagit avec les molécules 

présentes dans la MEC, à la fois par sa protéine "core" et par ses chaînes d’HS. Le domaine 
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IV, par exemple, peut fixer l’entactine/nidogène-1 et -2, la fibuline-2 et la fibronectine (Hopf 

et al., 2001). Quand au domaine V, il interagit avec la fibuline-2, le complexe laminine-

entactine/nidogène ainsi que d’autres molécules (Friedrich et al., 1999). Le perlecan a une 

expression ubiquitaire, il joue au niveau de la MB des MEC un rôle crucial dans l’adhésion, la 

prolifération cellulaire et dans l’angiogénèse.  

Chez l’homme, deux mutations du perlecan ont été identifiées. Elles sont responsables de 

deux maladies génétiques: le syndrome de Schwartz-Jampel de type I  (SSJI) et la dysplasie 

dysségmentale de type Silverman-Handmaker (DDSH). Les nouveau-nés DDSH présentent 

de très nombreuses anomalies squelettiques, et décèdent rapidement après la naissance. Les 

patients atteints du SSJI vivent souvent jusqu’à l’âge adulte avec de nombreux désordres liés 

au degré de l’haploinsuffisance et souffrent de raideurs musculaires sévères (Rodgers et al., 

2007). 

III.3.2.2. Le bamacan  

C’est un PG à CS abondant dans la MB. Le nom de bamacan provient de la localisation de 

cette molécule et de sa composition en GAGs (Basement membrane-associated chondroitin 

proteoglycan) (Couchman et al., 1996).  

Le bamacan présente une forte homologie de séquence avec les protéines de la famille des 

SMC (Structural Maintenance of Chromosome), et plus particulièrement, avec la sous-classe 

SMC3. Il possède trois domaines qui ont une conformation globulaire (I, III et V) séparés par 

deux hélices-α superenroulées (domaines II et IV). Les régions II, IV et V contiennent des 

séquences consensus Ser-Gly qui constituent des sites potentiels de N-glycosylations et de 

fixation des chaînes de CS (Figure 14). 

 

Figure 14. Présentation schématique du bamacan 
 

Le bamacan présente une organisation structurale séquentielle, composée de trois domaines 
globulaires séparés par deux hélices-α super-enroulées. Ce schéma montre la présence de trois sites de 
N-glycosylation (traits courts) et trois sites de fixation de chaînes de CS (traits longs). 

D’après Wu and Couchman, 1997 
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Le bamacan est un CSPG qui joue un rôle de stabilisateur de la MB (Couchman and Woods, 

1993), Chez les patients atteints de la forme dystrophique d’épidermolyse bulleuse et dans 

certains cas de tumeurs de l’épiderme, le taux de chaînes de CS présent dans la MB située 

entre le derme et l’épiderme est anormalement bas (Fine and Couchman, 1989; Oguro et al., 

1991). D’un autre côté, il a été constaté que l’expression du bamacan est augmentée dans les 

lignées cellulaires et certains tissus tumoraux, ce qui suggère un rôle de ce PG dans la 

tumorigenèse.  

III.3.2.3. L’agrine 

C’est un HSPG hautement glycosylé (Tsen et al., 1995) présent dans la MEC. Il a été identifié 

pour la première fois par McMahan et al., (1990), comme un polypeptide de 200 kDa. 

L’agrine exprimée à la fois dans les muscles et les neurones est impliquée dans la formation, 

le maintien et la régénération de la jonction neuromusculaire. Un épissage alternatif  produit 

deux formes d’agrine: une forme transmembranaire (de type II) et une forme soluble présente 

dans la MB de la MEC. 

 

Figure 15. Présentation schématique de l’agrine 
 

L’agrine présente une organisation structurale modulaire constituée de nombreux domaines distincts. 
Les sites d’épissage alternatifs de l’ARNm avec le nombre possible d’acides aminés sont indiqués sur 
le schéma ci-dessus. NCAM, neural cell adhesion molecule; HB-GAM, heparin-binding growth-
associated-molecule. 

 D’après Kröeger and Schröder,  2002 
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L’agrine présente une organisation multimodulaire. Elle comprend neuf domaines "follistatin-

like", une répétition de deux domaines "laminin-like-EGF", deux domaines riches en acides 

aminés proline (Pro), Ser et Thr, et un module SEA (Figure 15). Du côté de l’extrémité C-

terminale, on trouve quatre domaines "EGF-like" et trois domaines "laminin-G-like".  

L’agrine est faiblement exprimée chez le fœtus (Groffen et al., 1998). Chez l’adulte, elle est 

exprimée majoritairement dans les reins, les poumons, le foie et la glande thyroïdienne. On la 

trouve également dans les différentes régions du cerveau, notamment dans les neurones et 

dans la MB microvasculaire. 

Les chaînes de GAGs de ce PG sont impliquées dans la potentialisation de l’adhésion 

hémophilique des NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) et dans la fixation des facteurs de 

croissance de type HB-GAM (Heparin-Binding Growth-Associated-Molecule). Chez les 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer, une forme soluble d’agrine a été identifiée à de 

fortes concentrations aussi bien dans les plaques neuritiques, appelées aussi plaques séniles, 

que dans les plaques diffuses du cerveau. Les cerveaux de ces patients montrent des 

anomalies au niveau de la MB, qui peuvent être associées à l’emprisonnement de l’agrine par 

la protéine amyloïde (Donahue et al., 1999). 

III.3.2.4. Le collagène XV et le collagène XVIII 

Les collagènes de type XV (Col XV) et de type XVIII (Col XVIII) sont des CSPG et HSPG, 

respectivement (Halfter et al., 1998; Li et al., 2000). Ils appartiennent à la sous-famille des 

collagènes non fibrillaires (Abe et al., 1993; Oh et al., 1994; Rehn and Pihlajaniemi, 1994). 

Pour le Col XVIII, un mécanisme d’épissage alternatif produit deux isoformes chez l’homme 

(longue et courte) (Saarela et al., 1998). 

La comparaison des séquences primaires de Col XV et Col XVIII montre une grande 

similarité, la structure tridimensionnelle correspond à des chaînes α1 qui forment des 

homotrimères (trois chaînes α1).  

Chez l’homme Col XV comprend une séquence peptide signal N-terminale, suivie de trois 

régions. La région collagénique centrale est interrompue par 8 segments non collagéniques de 

taille variable (Figure 16). 
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Figure 16. Présentation schématique de l’organisation du Col XV chez l’homme  

Col XV présente trois domaines: un domaine N-terminal qui porte 11 séquences consensus de fixation 
des chaînes de GAGs, et un domaine C-terminal séparés par une région collagénique centrale 
interrompue par 8 segments non collagéniques, dont le premier porte trois sites potentiels de fixation 
de GAGs. 

 D’après Ortega and Werb, 2002 

 

Le Col XV est un PG qui porte principalement des chaînes de CS sur le domaine N-terminal 

de la protéine "core" (Li et al., 2000). Cependant, de nouvelles études ont montré que le Col 

XV peut porter également des chaînes de CS/DS et des chaînes d’HS ce qui suggère que ce 

PG joue un rôle structural et serait également impliqué dans les interactions cellules-matrices. 

 Induction Inhibition 

Collagène XV monomérique 

soluble 

 

 

 

Trimère NC1 

 

Réduction de la croissance 

tumorale (Ramchadran  et al., 

1999) 

Migration des cellules 

endothéliales induite par le FGF2 

Angiogenèse de la membrane 

chorioallantoique induit par le 

VEGF (Sasaki et al., 2000) 

Angiogenèse de la membrane 

chorioallantoique induit par le 

VEGF et par le FGF2 (Sasaki et 

al., 2000) 

 

Tableau 3. Exemples de fonctions du col XV  
NC, domaine non collagénique; VEGF, vascular endothelial growth factor; FGF, fibroblast growth 
factor.  

Journal of Cell Science 115  

GAG chains 
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Ces deux types de PGs ont une distribution tissulaire très différente, ce qui suggère qu’ils 

utilisent des mécanismes distincts pour inhiber l’angiogenèse. Col XV est exprimé 

majoritairement dans le muscle cardiaque et squelettique, tandis que Col XVIII est exprimé 

principalement dans les cellules qui constituent les parois des vaisseaux et dans les MBs. 

A l’heure actuelle, les rôles physiologiques des Col XV et Col XVIII ne sont pas encore bien 

déterminés. Chez la souris la déficience en Col XV est responsable de la dégénérescence 

progressive des muscles squelettiques et des cellules endothéliales. En revanche, la mutation 

de l’isoforme courte de Col XVIII chez l’homme est associée au syndrome Knoblok. C’est 

une maladie génétique autosomale récessive qui se caractérise par une forte myopie, un 

détachement de la rétine avec des anomalies qui touchent la macula ainsi que par des défauts 

occipitaux (Sertie et al., 2000).  

III.3.3. La famille des Small Leucine Rich Proteoglycans (SLRPs) 

Les PGs riches en leucine (SLRP) constituent un sous-groupe de la famille des LRR (Leucine 

Rich Repeat). Ils sont caractérisés principalement par la présence de 6-10 séquences LRR, 

entourées de motifs riches en résidus Cys aux extrémités N- et C-terminales (Fisher et al., 

1989; Oldberg et al., 1989; Blochberger et al., 1992). Ce sont des PGs de petite taille (40 kDa 

environ). La protéine "core" porte une ou deux chaînes de CS ou DS, ou plusieurs chaînes de 

KS (Figure 17). La famille des SLRPs ne cesse de s’agrandir. Actuellement, elle contient 13 

membres (voir tableau 4) essentiellement présents dans la MEC (Bech-Hansen et al., 2000; 

Push et al., 2000). La plupart des SLRPs sont des PGs sauf l’asporine, l’opticine/oculoglycan, 

la chondroadhérine et la nyctalopine qui ne portent pas de chaînes de GAGs.  

La classification des SLRPs est basée sur l’organisation génomique, la structure et le nombre 

de domaines riches en Leu et sur la nature des chaînes de GAGs. Ainsi, on distingue trois 

classes principales de SLRPs: la classe I contient la décorine  (DCN) le biglycan (BGN) et 

l’asporine. Ces derniers sont codés par 8 exons, et sont caractérisés par la présence de 10 

motifs LRR et d’une séquence N-terminale CX3CXCX6C, (C correspondant à une Cys et X à 

un acide aminé quelconque). Les SLRPs de classe II sont la fibromoduline (FM), le lumican 

(LUM), le kératocan, le PRELP et l’ostéo-adhérine/ostéo-moduline. Toutes ces molécules  

sont des KSPGs, et sont caractérisées par la présence de 10 motifs LRR, d’une séquence de 

Cys N-terminale CX3CXCX9C et sont codées par 3 exons seulement. La classe III contient 

l’épiphican/PG-Lb/DSPG3 et l’ostéoglycan/mimican qui portent respectivement des chaînes 
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de KS et de DS, ces SLRPs se distinguent par la présence de 6 motifs LRR seulement et d’une 

séquence N-terminale CX2CXCX6C. Les SLRPs de classe III sont codés par 7 exons. 

 

     Nom de la 

protéine "core" 

Masse 
moléculaire 

(kDa) 

GAG 
(nombre 

de chaînes) 

Structure des gènes 
et des protéines, 

région N-terminale 
riche en Cys 

Classe I Biglycan 

Décorine 

Asporine 

40 

40 

CS/DS (1) 

CS/DS (2) 

8 exons 

10 LRR 

CX3CXCX6C 

Classe II Fibromoduline 

Lumican 

Kératocan 

PRELP 

Ostéoadhérine/Ostéomoduline 

42 

38 

38 

44 

42 

KS (2-3) 

KS (3-4) 

KS (3-5) 

KS (2-3) 

KS (2-3) 

3 exons 

10 LRR 

CX3CXCX9C 

Classe III Epiphican/PG-Lb/DSPG3 

Mimican/ostéoglycan 

35 

35 

 DS (2-3) 

KS (2-3) 

7 exons 

6 LRR 

CX2CXCX6C 

Autres 
(classe IV 
et classe V) 

Opticine/Oculoglycan 

Chondroadhérine 

Nyctalopine 

  3 exons 

11 LRR 

CX3CXCX8C ou 
CX3CXCX6C 

 

Tableau 4. Classification de la famille des SLRPs 

La classification des SLRPs est basée sur l’organisation génique, le nombre de domaines LRR, la 
nature de la région C-terminale riche en Cys et le type de chaînes de GAGs. 
L’asporine, l’opticine/oculoglycan, la chondroadhérine et la nyctalopine appartiennent à la famille des 
LRRs mais ne sont pas des PGs. DS, dermatane sulfates; KS, kératane sulfates; LRR, leucine rich 
repeat; C, Cys; X, acide aminé quelconque.  
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Figure 17. Présentation schématique de la famille des SLRPs 

La séquence consensus pour les LRRs est entourée d’un réctangle. L, Leu; X, acide aminé quelconque. 

D’après Iozzo and Murdoch, 1996 

 

Small Leucine-Rich Proteoglycans (SLRPs) 

Decorin 

Biglycan 

~~Fibromodulin 

Lumican 

Epiphycan 

, - Leucine-rich repeat ~ - N -linked oligosaccbaride 

C - Cysteine rcsidue Y - Tyrosine sulfate 

\ - ChondroitinfDamatan sulfate ~ - Ka-atan sulfate 
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Les SLRPs jouent un rôle important dans la régulation de la fibrogenèse du collagène et dans 

le maintien de la structure du stroma. Ils sont également impliqués dans la prolifération 

cellulaire, la migration et la croissance tumorale. Ce groupe de molécules est capable 

d’interagir avec différentes protéines de la MEC notamment avec les facteurs de croissance 

tels que le TGFβ  et l’EGF ainsi qu’avec d’autres molécules impliquées dans la prolifération 

cellulaire et la morphogenèse des tissus. 

III.3.3.1. Les principaux SLRPs 

III.3.3.1.1. La fibromoduline 

C’est un PG qui appartient à la classe II de la famille des SLRPs et qui porte 2 à 3 chaînes de 

KS fixées sur la protéine "core". La fibromoduline présente 9 résidus Tyr proches de 

l’extrémité N-terminale, qui constituent des sites de phosphorylation (Antonnsson et al., 

1991; Onnerfjord et al., 2004). Elle contient aussi 5 sites de N-glycosylation dans le domaine 

LRR (Plaas et al., 1990).  

La fonction biologique des chaînes de GAGs n’est pas complètement déterminée. Cependant, 

il est connu que l’absence des chaînes de KS sur la fibromoduline n’affecte pas son 

interaction avec le collagène (Font et al., 1998). Des souris KO (knockout) pour la 

fibromoduline montrent un développement de l’ostéoarthrose, une augmentation 

(compensatoire) du taux d’expression du lumican et une hyperlaxité des tendons. Un nombre 

important de fibrilles de collagène à diamètre réduit a été également constaté chez ces souris. 

La fibromoduline participe à la résistance des tendons (Jepsen et al., 2002). Ainsi, son 

absence conduit à l’altération de ce tissu (Ezura et al., 2000). Différents travaux suggèrent un 

rôle de cette molécule dans le processus métastasique (Clark et al., 2000). Elle est aussi 

impliquée dans la réponse inflammatoire du chondrocyte (Sjoberg et al., 2005; Heathfield et 

al., 2004) et elle est régulée par le TGFβ au cours développement embryonnaire (Baffi et al., 

2006).  

III.3.3.1.2. Le lumican 

Le lumican est un PG qui appartient à la classe II de la famille des SLRPs et qui porte des 

chaînes de KS. Il présente des homologies structurales avec la fibromoduline. L’analyse des 

séquences primaires montre que ces deux protéines "core" sont identiques à 47%. Le lumican 

est exprimé dans différents tissus et plus particulièrement dans les tissus connectifs. Il a la 

particularité d’être présent sous deux formes. En effet, dans la cornée de l’adulte, le lumican 
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est présent sous forme de PG alors que dans la cornée de l’embryon, il est sous forme de 

glycoprotéine. 

Le lumican constitue la composante majeure de la cornée. Les souris qui n’expriment pas 

cette molécule montrent une peau fragile et une cornée opaque, principalement dues à la 

formation de faisceaux de collagène non homogènes. Au cours de l’athérosclérose, il a été 

démontré que le lumican est surexprimé dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux, ces 

cellules vont alors migrer dans l’intima qui a antérieurement subi un épaississement. Le 

lumican est impliqué dans différents types de cancers, notamment le cancer du col utérin, et le 

cancer colorectal. Dans le cas de l’adénocarcinome du sein, un faible taux d’expression du 

lumican est associé à une progression très rapide du cancer et à une faible chance de survie 

(Troup et al., 2003).  

III.3.3.1.3. Le biglycan 

Comme la décorine, le biglycan est un membre de la classe I de la famille des SLRPs. La 

protéine "core" est composée de 330 acides aminés et montre une séquence identique à 57% à 

celle de la décorine. Le biglycan porte deux chaînes de DS proches de l’extrémité N-terminale 

et deux sites de N-glycosylation (Fisher et al., 1989). Il est exprimé essentiellement dans l’os, 

le cartilage et le tendon et constitue  le  SLRP le plus abondant du cartilage articulaire et les 

fibrocartilages tel que le ménisque du genou (Scott et al., 1997). Il est également présent dans 

la peau et dans les vaisseaux sanguins.  

Comme les autres membres de la famille des SLRPs, la décorine et le biglycan présentent une 

organisation dite en "fer à cheval" (Figure 18). Ils forment chacun un dimère stable en 

solution, essentiel pour la stabilité de la protéine. Il a été démontré que ces deux 

macromolécules ne sont pas en compétition pour la fixation du collagène. 
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Figure 18. Représentation schématique de la superposition des dimères de la décorine et 
du biglycan 

Superposition des chaînes C-α de la décorine (rouge) et du biglycan (vert). Ces deux SLRPs ont une 
forte homologie de séquence et montrent une superposition quasi-parfaite. Les deux structures ont été 
exposées dans Xfit. 

D’après Scott et al.,  2006 

 

Chez les souris, l’invalidation du gène codant pour le biglycan est à l’origine du 

développement d’un phénotype ostéoporosique sévère. Cette constatation suggère que ce 

SLRP est impliqué dans l’ostéogenèse (Xu, et al., 1998). Chez les patients atteints de 

syndrome d’Ullrich-Turner (présence d’un seul chromosome X), la réduction de l’expression 

du biglycan est associée au nanisme de ces individus. En revanche, la présence d’un 

chromosome X surnuméraire (syndrome de Kleinfelters) est accompagnée d’une 

augmentation de l’expression du biglycan et d’un développement important de la densité et de 

la longueur de l’os (Heegaard et al., 1997). 

Le biglycan joue un rôle important dans l’assemblage de la MEC, il présente une grande 

affinité pour le TGFβ et participe ainsi à la modulation de la prolifération cellulaire. 

III.3.3.1.4. La décorine 

La décorine est le membre le plus étudié et le mieux caractérisé de la classe I de la famille des 

SLRPs. Elle porte une séquence pro-peptide fortement conservée entre les espèces qui jouerait 

le rôle de signal de reconnaissance pour la xylosyltransférase (XT), la première enzyme 

impliquée dans la synthèse des chaînes de GAGs.  
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La décorine présente une organisation similaire à celle du biglycan, elle est codée par 8 exons 

et est caractérisée par une séquence N-terminale riche en Cys: CX3CXCX6C. La protéine 

"core" présente 3 sites de N-glycosylastion sur le motif LRR et porte une chaîne unique de 

GAG, greffée sur le domaine N-terminal, et qui peut être un CS ou DS selon le type cellulaire 

ou tissulaire. La décorine est présente principalement dans la MEC des  tissus conjonctifs, la 

protéine "core" est produite dans différentes cellules, notamment dans les chondrocytes, les 

fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses.  

La décorine interagit avec de nombreuses molécules telles que la fibronectine et la 

thrombospondine, et elle est capable de se lier à presque tous les types de collagène, et plus 

particulièrement le collagène de type I, II, III et VI, et régule ainsi sa fibrogenèse. Il a été 

démontré qu’elle est impliquée dans la régulation, la formation et/ou le maintien des fibres de 

collagène (Scott, 1993; Danielson et  al., 1997) (Figure 19). Elle interagit aussi avec une 

grande variété de facteurs de croissance et de cytokines, et présente une forte affinité pour le 

TGFβ, grâce à sa structure en "fer à cheval" qui permet l’exposition d’un large domaine 

peptidique aux nombreuses molécules qui se trouvent dans la MEC. Les souris déficientes en 

décorine (KO), montrent une peau fragile avec une réduction importante de son élasticité et de 

ses propriétés mécaniques, ainsi que des anomalies qui touchent l’organisation et l’orientation 

des fibres de collagène.  

 

Figure 19. Représentation schématique de l’interaction entre les SLRPs et les fibres de 
collagène. 

La décorine (cercle vide) et la fibromoduline ou lumican (cercle plein) interagissent avec différentes 
régions du collagène pour couvrir sa surface. Les chaînes de DS de la décorine peuvent s’associer 
entre elles pour faciliter les interactions entre les fibres de collagène. Les DS de la décorine sont 
également capables d’interagir avec le TGFβ et le piéger dans la MEC. Le "manteau" formé par les 
SLRPs empêche les MMPs (MMP1 et MMP13) d’accéder aux fibres de collagène et retarde sa 
dégradation. MMP, matrix metallo-proteinase. 

D’après Roughley, 2006 
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En plus de son rôle dans l’organisation de la MEC, la décorine contrôle la prolifération 

cellulaire et la fibrogenèse tissulaire (Iozzo and Murdoch, 1996). En effet, ce PG joue un rôle 

crucial dans l’inhibition de la propagation des cellules cancéreuses, et participe également à la 

réponse immunitaire. 

La décorine inhibe la croissance et la prolifération de nombreuses cellules tumorales en 

bloquant la voie de signalisation du TGFβ. En effet, il a été démontré que cette molécule 

atténue fortement la croissance tumorale dans le cas du carcinome du colon (Reed et al., 

2002), du poumon, du foie (Biglari et al., 2004) et dans le cas du gliome (Reed et al., 2005). 

La décorine est considérée comme un suppresseur de tumeurs. Son expression est réprimée 

dans de nombreuses cellules cancéreuses à l’exception de l’ostéosarcome. Zafiopoulos et al. 

(2008) ont récemment mis en évidence, pour la première fois, la présence d’une nouvelle voie 

de signalisation dans les cellules de l’ostéosarcome qui contrecarre l’effet bénéfique de la 

décorine sur la prolifération cellulaire. 

La synthèse défectueuse de l’unique chaîne de GAG de la décorine est associée à une maladie 

génétique connue sous le nom de syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos (ED). Il a été 

démontré que ce syndrome génétique est une conséquence directe de mutations ponctuelles du 

gène codant pour l’enzyme β1,4-galactosyltransférase 7 (β4GalT7) humaine. Elle est 

caractérisée  par un tableau clinique lourd avec des altérations qui touchent principalement les 

tissus conjonctifs. Ainsi, ces patients montrent des anomalies assez proches de celles 

constatées chez les souris qui n’expriment pas la décorine, avec la présence d’une peau 

fragile, un retard de développement, une disproportion cranio-faciale, un vieillissement 

prématuré, des articulations hypermobiles, une ostéopénie, ainsi que des muscles 

hypotoniques.  

III.3.4. Les PGs circulant: exemple de l’endocan 

Les PGs circulant jouent un rôle important dans la médiation de la réaction inflammatoire et 

dans la signalisation cellulaire. Le PG le plus étudié de ce groupe de molécules est l’endocan. 

L’endocan est un DSPG qui porte une seule chaîne de GAG fixée sur la Ser137 de la protéine 

"core". Il est anciennement connu sous le nom d’ESM-1 (Endothelial cell-Specific Molecule-

1) (Lassalle et al., 1996; Béchard et al., 2001). C’est un PG qui a la particularité d’être 

circulant, et a donc été mis en évidence sous forme libre dans la circulation sanguine. Il est 

sécrété spécifiquement par les cellules endothéliales et est exprimé préférentiellement dans les 
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tissus rénaux et pulmonaires. L’endocan a été cloné pour la première fois en 1996 par Lassalle 

et al., à partir d’une banque d’ADNc de cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial 

Cell). Le gène codant est situé sur le chromosome 5 (5q11.2) et il est constitué de 3 exons 

séparés par deux introns. Le dernier exon code pour la région C-terminale de la protéine 

"core" de l’endocan qui contient la Ser137 sur laquelle se fixe la chaîne de DS (Depontiou et 

al., 2008).  

Depuis la découverte de ce PG, de nombreuses études ont montré que l’endocan joue un rôle 

clé dans la régulation de certains processus physiologiques tels que l’adhésion cellulaire et la 

réponse inflammatoire, ainsi que dans la régulation de processus pathologiques, conduisant à 

la progression métastasique dans différents types de cancers. Il a été rapporté que l’expression 

de l’endocan joue un rôle capital dans la pathogenèse du cancer colorectal (Zuo et al., 2008). 

Ainsi, il a été proposé comme biomarqueur dans le diagnostic du cancer colorectal (Zuo et al., 

2008). L’expression de l’endocan augmente de manière remarquable chez les patients atteints 

de cancer du poumon, ainsi, ce phénomène est associé à l’invasion tumorale (Scherpereel et 

al., 2003; Grigoriu et al., 2006). Il a été suggéré que cette molécule constituerait un indicateur 

de mauvais  pronostic dans le cas du cancer du sein (Van't Veer et al., 2002), du poumon 

(Borczuk et al., 2004) et dans le cancer de la prostate (Glinskii et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

49 
 

Chapitre 2 : Les glycosyltransférases (GTs)  
 

Généralités 

La grande complexité des structures oligosaccharidiques rencontrées dans la nature est le 

résultat d’une parfaite harmonisation de multiples réactions enzymatiques catalysées 

principalement par les GTs (Rademacher, 1988). Le transfert enzymatique d’un résidu 

glycosidique est quantitativement l’une des réactions les plus importantes au sein des 

organismes vivants. Les GTs constituent un vaste groupe d’enzymes impliqué dans la 

biosynthèse d’oligosaccharides et de polysaccharides. La synthèse des carbohydrates est 

d’une importance biologique remarquable. Ces molécules contrôlent un large éventail de 

fonctions cellulaires, notamment le stockage de l’énergie, la glycosylation des protéines, la 

signalisation cellulaire, la structure de la paroi cellulaire, les interactions cellule-cellule et les 

interactions hôte/pathogène (Rudd et al., 2001; Wells et al., 2001; Bertozzi et al., 2001). 

I. CLASSIFICATION DES GTs 

Les GTs constituent un groupe d’enzymes ubiquitaires qui catalysent le transfert d’un résidu 

saccharidique, principalement à partir d’un sucre nucléotidique donneur, sur différents types 

de substrats accepteurs, pour former une liaison glycosidique. La classification de ces 

protéines est basée sur différents critères notamment sur leur homologie de séquence primaire 

(Campbell et al., 1997; Coutinho et al., 2003). En 2003, la base des donnés CAZy 

(Carbohydrate Active enZymes) permettait de distinguer 65 familles de GTs. Ce groupe 

d’enzymes n’a cessé de s’agrandir depuis le lancement du projet de classification en 1997. En 

effet, on trouve actuellement près de 90 familles de GTs. L’augmentation du nombre de 

séquences est le résultat de divers facteurs. En particulier, le séquençage du génome 

d’organismes eucaryotes supérieurs a permis l’identification de nouvelles GTs. Il a été 

constaté que certains organismes possèdent des centaines de GTs, démontrant l’impact de la 

glycosylation dans de multiples fonctions cellulaires. De plus, la reconnaissance de 

l’importance de la glycobiologie a conduit à l’identification fonctionnelle de nouvelles GTs. 

La classification de ces protéines prend également en compte le mécanisme réactionnel de ces 

enzymes et leur structure (Henrissat et al., 1997). Au sein d’une même famille, les GTs 

catalysent la formation d’une liaison glycosidique de nature stéréochimique identique. Selon 

la configuration anomérique du substrat donneur, le produit formé peut garder la 
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configuration anomérique de départ ou subir une inversion de configuration (Coutinho et al., 

2003) (Figure 20).  

 

Figure 20. Mécanisme de la réaction catalysée par les GTs avec rétention ou inversion de 
la configuration anomèrique du sucre donneur 

La réaction enzymatique catalysée par les GTs peut se produire avec inversion ou rétention de la 
configuration du glycoside donneur. R (couleur noire), nucléoside monophosphate; R (couleur bleue), 
de nature variable, peut être un sucre, un lipide, un antibiotique, un acide nucléique ou autre. 

 

II. LE REPLIEMENT DES GTs, "FOLDS" 

Malgré leur diversité de séquence primaire, la comparaison de la structure des GTs a révélé 

qu’elles adoptent principalement deux types de repliements (Breton et al., 2006). On parle de 

GTs qui présentent un "fold" de type GT-A ou GT-B formant deux super-familles  (Bourne et 

al., 200; Breton et al., 2002) (Figure 21).        

II.1. La structure de type GT-A 

Cette structure 3D a été décrite pour la première fois pour l’enzyme SpsA de Bacillus Subtilis.  

Le repliement ou organisation GT-A est considéré comme une association de deux domaines 

de type Rossmann  like (Rossmann et al., 1974) (structure α/β/α) associés pour former un 

feuillet central continu, constitué d’au moins 8 brins β. Pour cette raison, certains auteurs 

décrivent la structure GT-A comme formant un seul domaine de Rossmann (Figure 21). Ce 
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dernier est également appelé domaine de liaison des nucléotides car il est typiquement associé 

à la structure des protéines capables de fixer ces molécules.  

 

 

 

Figure 21. Principales structures 3D des GTS 

Le repliement de type GT-A est représenté par l’enzyme SpsA de Bacillus Subtillus et l’organisation 
GT-B est représentée par la structure de la β-glucosyltransférase du bactériophage T4. 

D’après Lairson et al., 2008 

 

Chez les eucaryotes, les protéines de type GT-A possèdent généralement un court domaine 

cytoplasmique N-terminal suivi d’un segment transmembranaire, lié au domaine catalytique 

globulaire (région cristallisée) par une région tige ou "stem" (Breton et al., 1999). Il est 

important de noter que toutes les enzymes qui possèdent une structure de type GT-A ne sont 

pas forcément des GTs (Brown et al., 1999). La plupart des enzymes GT-A présentent une 

séquence "signature" ou motif DXD dans lequel l’un ou l’autre des carboxylates forme une 

liaison de coordination avec un cation divalent (et/ou le ribose du sucre nucléotidique) 

(Wiggins et al., 1998; Breton et al., 1998). De plus, de nombreuses GT-A utilisent un acide 

carboxylique, Asp (acide aspartique) ou Glu (acide glutamique), qui joue le rôle de base 

catalytique (Tarbouriech et al., 2001). 

II.2. La structure de type GT-B 

Les enzymes GT-B sont constituées de deux vrais domaines de Rossmann α/β/α. 

Contrairement aux GT-A, ces deux domaines ne sont pas associés, mais disposés face à face. 

GT-A GT-B 
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La fixation du ligand est accompagnée d’un changement conformationnel de la protéine. Le 

site actif de ces enzymes est situé à l’intérieur du sillon délimité par les deux domaines de 

Rossmann (Figure 21). De la même façon que les GT-A, les deux domaines des enzymes GT-

B sont associés aux sites de fixation des substrats donneur et accepteur. Hormis les GTs, 

d’autres types d’enzymes peuvent également adopter un repliement GT-B, telles que l’UDP-

GlcNAc-2-épimérase (Campbell et al., 2000) et la GlcN-1-phosphate-pyrophosphorylase 

(Brown et al., 1999).  

III. LES GALACTOSYLTRANSFERASES (GalTs) 

Les GalTs appartiennent à la super-famille des GTs. Les galactosylations sont des réactions 

qui contribuent à la grande diversité structurale des oligosaccharides exprimés dans les 

organismes vivants. Le transfert du Gal à partir d’un sucre nucléotidique sur un substrat 

accepteur est une réaction enzymatique catalysée par différentes GalTs. Cette activité 

enzymatique est largement répandue, aussi bien chez les organismes procaryotes que chez les 

eucaryotes. Chez les procaryotes, les GalTs sont impliquées dans la biosynthèse des 

polysaccharides capsulaires (Kolkman et al., 1997), des glycanes associés à la piline  

(Jennings et al., 1998) et dans la formation des lipopolysaccharides attachés à un antigène par 

une liaison O-glycosidique. Dans les levures Schizosaccharomyces pombe, une GalT participe 

à la formation du galactomannane de la paroi cellulaire (Chappell et al., 1994). Dans 

différents types de plantes, les GalTs interviennent également dans la synthèse des 

galactolipides plastidiques (Miege et al., 1999; Awai et al., 2001), des flavonols galactosylés 

(Miller et al., 1999) et dans la formation des galactomannanes (Edwards et al., 1999). Chez 

les eucaryotes, la principale fonction des GalTs est d’assurer la biosynthèse des 

glycoprotéines et des glycolipides.  

Chez les eucaryotes, les GalTs sont localisées au niveau de l’appareil de Golgi et sont 

impliquées dans la synthèse du lactose et de différentes classes de glycoconjugués. Les GalTs 

présentent entre-elles une faible homologie de séquence. Elles catalysent le transfert d’un Gal 

sur divers substrats accepteurs en formant différents types de liaisons osidiques. Ainsi, les 

GalTs catalysent la formation de liaisons glycosidiques de type: α1,2, α1,3, α1,4, α1,6, β1,3 

ou β1,4. En se basant sur la nature de la liaison formée, les GalTs sont classées en familles 

d’enzymes. Ainsi, on distingue la famille des α2GalTs, α3GalTs, α4GalTs, α6GalTs, β3GalTs 

et β4GalTs. Seule cette dernière famille de GalTs sera présentée dans ce manuscrit. 
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III.1. La famille des β4GalTs 

Ce sont des protéines transmembranaires qui présentent une topologie de type II, avec un 

court segment cytosolique N-terminal, un seul domaine transmembranaire suivi d’une région 

en forme de tige, appelée région "stem", et un large domaine catalytique luminal C-terminal. 

Les membres de cette famille possèdent de nombreuses caractéristiques communes, 

notamment (1) l’utilisation de l’UDP-Gal comme substrat donneur, (2) la formation d’une 

liaison glycosidique β1,4, (3) l’utilisation de substrats accepteurs osidiques similaires: 

GlcNAc, Glc ou Xyl. De plus, ces enzymes présentent une séquence "signature", DXD, 

comme la plupart des GTs possédant une structure de type GT-A.  

Cette famille d’enzymes est constituée de 7 sous-familles: β4GalT1 à β4GalT7. La 

caractérisation des gènes codant pour les β4GalTs met en évidence une relation évolutive avec 

une organisation génomique similaire et de fortes homologies de séquence primaires. A 

l’exception de la β4GalT7, les β4GalTs contiennent quatre résidus Cys au niveau de leur 

domaine catalytique. Les β4GalTs subissent des modifications post-traductionnelles de type 

N-glycosylation. En effet, les β4GalT5 et T6 portent un grand nombre de sites potentiels de 

N-glycosylation au niveau de la région "stem". En outre, un site de glycosylation conservé a 

été identifié sur l’extrémité C-terminale des β4GalT2, T3, T4, T5 et T6.  

La famille des β4GalTs présente une homologie de séquence avec les polypeptides 

αGalNAcTs. Plus précisément, les enzymes β4GalTs possèdent un motif peptidique 

(WG(G/R)EDD(E/D)) similaire au motif (WGGENXE) identifié dans différents membres de 

la famille de GalNAcTs (Clausen and Bennett, 1996; Amado et al., 1999).  

Bien que les β4GalTs présentent des activités enzymatiques similaires, Furukawa et al. (1999) 

ont montré que leurs spécificités vis-à-vis des substrats accepteur et donneur sont différentes 

et que leur expression est tissu-spécifique. Les β4GalT1 et T2 participent à la synthèse de la 

N-acétyl-lactosamine dans les glycolipides et les glycoprotéines et possèdent également une 

activité lactose synthase qui peut être modulée par l’α-lactalbumine (LA). Les β4GalT3 et T4 

synthétisent la N-acétyl-lactosamine et cette activité n’est pas régulée par la LA (Tableau 5).  
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 Localisation 

chromosomique 

(chez l’homme) 

Activité 

enzymatique 

Expression Produit formé Voie de 

biosynthèse 

 

β4GalT1 

 

9p13 

 

Galβ1→4GlcNAcβ- 

 

Ubiquitaire 

 
N-acétyl-
lactosamine 
Lactose (LA) 

 
Glycolipide 
Glycoprotéine 

 

β4GalT2 

 

1p34-p33 

 

Galβ1→4GlcNAcβ- 

 

Ubiquitaire 

 
N-acétyl-
lactosamine 
Lactose (LA) 

 
Glycolipide 
Glycoprotéine 

 

β4GalT3 

 

1q23 

 

Galβ1→4GlcNAcβ- 

 

Ubiquitaire 

 
N-acétyl-
lactosamine 
Lactose 

 
Glycolipide 
Glycoprotéine 

 

β4GalT4 

 

3q13.3 

 

Galβ1→4GlcNAcβ- 

 

Ubiquitaire 

 
N-acétyl-
lactosamine 
Lactose 

 
Glycolipide 
Glycoprotéine  

 

β4GalT5 

 

20q13 

 

Galβ1→4GlcNAcβ- 

 

Ubiquitaire 

 

Non déterminée 

 

Non déterminée 

 

 

β4GalT6 

 

18q11 

 

Galβ1→4Glcβ1-

Cer 

 

Cerveau 

Poumon 

Pancréas 

Moelle 

épinière  

 

 

Lactosylcéramide 

 
Glycolipide 
Glycoprotéine 

 

β4GalT7 

 

5q35.1-35.3 

 

Galβ1→4Xylβ1 

 

Ubiquitaire 

 

[Xylβ1,4Gal]   

 

PGs 

 

Tableau 5 : Principales caractéristiques fonctionnelles et distribution tissulaire des 
β4GalTs  

Cer, céramide; Gal, galactose; Glc, glucose; GlcNAc, N-acétylglucosamine; Xyl, xylose; LA, α-
lactalbumine.  

D’après Hennet, 2002 

 

De façon importante, il a été démontré récemment que la β4GalT4 est impliquée dans la 

formation des chaînes de KS qui sont indispensables à la structure de la cornée (Kitayama et 

al., 2007). Les fonctions biologiques des β4GalT5 et T6 ne sont pas bien déterminées (Sato et 
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al., 1998; Van Die I., et al., 1999). Néanmoins, il est établi que la β4GalT6 possède une 

activité lactocéramide synthase, importante pour la biosynthèse des glycolipides (Nomura et 

al., 1998). La β4GalT7 est le dernier membre de la famille des β4GalTs. Elle catalyse le 

transfert du premier Gal de l’amorce tétrasaccharidique sur le Xyl lié à la protéine "core" des 

PGs.   

III.2. La β4GalT1 bovine 

La β4GalT1 catalyse le transfert d’un Gal à partir de l’UDP-Gal sur un résidu GlcNAc, c’est 

une réaction qui nécessite des ions Mn2+. En présence de LA, qui est une protéine spécifique 

des glandes mammaires, l’enzyme forme un complexe lactose synthase qui permet le transfert 

d’un Gal sur un résidu Glc libre, via la formation d’une liaison glycosidique de type β1,4 et 

permet ainsi la production du lactose (Galβ1,4Glc) (Morrison et Ebner, 1971). Seules la 

β4GalT1 et T2 ont une activité lactose synthase en présence de LA (Almeida et al., 1997).  

La β4GalT1 bovine est la première GalT à avoir été isolée et clonée (Narimatsu et al., 1986) 

et sa structure 3D a été résolue pour la première fois par Gastinel et al. (Gastinel et al., 1999). 

L’étude de cette structure en absence d’UDP-Gal montre la présence d’un seul domaine 

catalytique conique, avec une large poche ouverte située à sa base. La fixation de l’UDP-Gal 

induit un changement de conformation très important, et la poche catalytique vient recouvrir 

les résidus d’acides aminés qui interagissent avec le sucre nucléotidique et passe ainsi d’une 

conformation I (poche catalytique ouverte) à une conformation II (poche catalytique fermée) 

(Ramakrishnan and Qasba, 2001).  

Le domaine catalytique de la β4GalT1 bovine possède une séquence 252DVD254 qui présente 

un site potentiel de fixation des cations divalents métalliques. Ce motif DXD est conservé 

dans toutes les β4GalTs et il a été démontré qu’il présente une forte affinité envers les cations 

Mn2+ et qu’il ne peut pas fixer le Co2+ (Boeggeman and Qasba, 2002). 

L’analyse de la structure de la β4GalT1 bovine cristallisée en présence d’UDP et de LA a 

montré que les ions Mn2+ forment cinq liaisons de coordination: deux liaisons avec le 

pyrophosphate du sucre nucléotidique et trois liaisons avec le Cδ de l’aspartate en position 

254 (Asp254), le Cε2 de l’histidine  en position 347 (His347) et le Sδ de la méthionine en 

position 344 (Met344) (Figure 22).  
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Figure 22. Structure cristallographique du domaine catalytique de la β4GalT1 bovine en 
présence d’UDP-Gal  et d’ions Mn2+ 

L’analyse de la structure cristallographique montre une organisation globulaire pliée qui forme une 
poche conique avec deux extrémités dissemblables, N-terminale en bleu et C-terminale en rouge. Le 
domaine N-terminal qui intervient dans la reconnaissance du sucre nucléotidique contient des feuillets 
β (présentés par des flèches), qui sont disposés de part et d’autre d’hélices α présentées par des rubans. 
Le domaine C-terminal qui est impliqué dans la reconnaissance du substrat accepteur est constitué 
principalement de brins β. La liaison entre l’UDP-Gal et la β4GalT1 bovine produit une conformation 
de type II (fermée) dans laquelle le résidu W314 (équivalent du W224 de la β4GalT7 humaine) situé à 
l’intérieur de la poche catalytique, entre en interaction à la fois avec le substrat donneur et le substrat 
accepteur. 

D’après Qasba et al., 2008 

 

La séquence 312WGWGGEDDD320 de la β4GalT1 bovine présente une structure en forme de 

boucle, dont les résidus aminés Asp318 et Asp319 sont directement impliqués dans la fixation 

du substrat accepteur GlcNAc (Boeggeman and Qasba, 2002). Plus précisément, l’oxygène du 
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groupement carboxylate de l’Asp228 forme des liaisons hydrogènes avec O3 et O4 du 

GlcNAc (ou Glc) (Ramakrishnan and Qasba, 2001). Néanmoins, l’étude réalisée par Zhang 

(Zhang et al., 2003) suggère que l’Asp228 n’affecte pas directement la fixation du substrat 

donneur. Cela contredit l’hypothèse de Hatanaka et al. (2001) qui a identifié, en utilisant un 

marquage de photoaffinité du GlcNAc, l’Asp228 comme étant le résidu aminé qui fixe le 

substrat accepteur. 

III.3. Les β4GalT7s 

III.3.1. Les propriétés enzymatiques 

La β4GalT7 (xylosylprotéine-β1,4-galactosyltransferase; EC 2.4.1.133) catalyse le transfert 

d’un Gal à partir d’un substrat donneur, l’UDP-Gal, sur l’hydroxyle en position 4 du Xyl lié à 

une Ser de la protéine "core" des PGs.  

Cette enzyme est capable d’utiliser des substrats accepteurs exogènes de type xylosidique, 

comprenant un Xyl lié à une aglycone, notamment le 4-méthylombelliferyl-xylopyranoside 

(4-MOX) et le 4-nitrophényl-xylopyranoside (4-NP-Xyl), pour initier la biosynthèse des 

GAGs in vivo et in vitro. La réaction enzymatique catalysée par la β4GalT7 nécessite la 

présence obligatoire de cations divalents, principalement le manganèse, comme cofacteur 

(Figure 23). 

 

Figure 23. Représentation schématique de la réaction enzymatique catalysée par la 
β4GalT7 

En présence d’ions manganèse, la β4GalT7 catalyse le transfert du Gal sur le Xyl d’un substrat 
accepteur endogène (Xyl-protéine "core") ou exogène (Xyl-aglycone) pour initier la synthèse des 
chaînes de GAGs. 
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Chez l’homme, le gène codant pour cette enzyme a été identifié en 1999 par la recherche 

d’homologies de séquence dans la base des données EST (Expressed Sequence Tags) 

(Almeida et al., 1999). L’organisation génomique de la β4GalT7 est différente de celle des 

autres β4GalTs. Son gène ne possède pas les cinq domaines intron/exon conservés dans les 

quatre premières β4GalTs mais contient six exons (1-50, 51-413, 414-369, 640-723, 724-828 

et 829-984). L’analyse de la séquence primaire de la β4GalT7 montre également que ce 

dernier est le membre le plus distant de cette famille d’enzymes. Quatre résidus Cys du site 

catalytique, conservés au sein des six premières β4GalTs, sont absents dans la β4GalT7. De 

plus, des motifs peptidiques hautement conservés dans les β4GalTs montrent des variations 

significatives dans la β4GalT7, notamment au niveau de la séquence WGWGE(R)DDDD(E) 

(Figure 24). Enfin, l’analyse du produit de la réaction catalysée par cette enzyme a révélé la 

formation d’une liaison Galβ1,4Xylβ1-R, impliquée dans la biosynthèse des GAGs (Okajima 

et al., 1999a; Almeida et al., 1999).  

 

 

 

Figure 24. Comparaison schématique de l’organisation des membres de la famille des 
β4GalTs chez l’homme 

Le domaine catalytique des β4GalTs contient un premier motif conservé DXD et un deuxième motif 
conservé qui présente une mutation non conservative E/R et une mutation conservative D/E sur la 
séquence de la β4GalT7: WGWGE(R)EDDD(E). Les résidus Cys conservés dans les six premiers 
membres de cette famille d’enzymes sont indiqués par un trait rose et les sites potentiels de N-
glycosylation par des étoiles bleues. Les domaines transmembranaires sont représentés par des 
rectangles noirs.   

D’après Amado  et al., 1999  
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La β4GalT7 humaine est une protéine membranaire de type II, composée de 327 acides 

aminés. Le domaine cytoplasmique (28 acides aminés) situé à l’extrémité N-terminale est 

suivi du domaine transmembranaire composé de 30 acides aminés. Cette enzyme présente un 

large domaine C-terminal (269 acides aminés) situé dans le lumen de l’appareil de Golgi. Ce 

domaine contient la région "stem" et le site catalytique de l’enzyme qui comprend des motifs 

conservés au sein de la famille des β4GalTs. La β4GalT7 humaine présente une masse 

moléculaire de 37 kDa et possède un seul site de N-glycosylation (Figure 24). 

Okajima et al. (1999a) ont démontré que le gène codant la β4GalT7 humaine est un 

orthologue du gène sqv-3 de Caenorhabditis elegans (C. elegans): leur séquence primaire 

présente 38% d’identité. Il a été suggéré dans de nombreuses études qu’il existe une relation 

évolutive entre les membres de la famille des β4GalTs au sein de différentes espèces 

(vertébrés et invertébrés). Les gènes codant sont issus d’événements de duplication à partir 

d’un gène ancestral commun (Hennet, 2002). La séquence protéique de la β4GalT7 humaine 

et de drosophile sont similaires à 58% et l’alignement de séquences de leur domaine 

catalytique montre une homologie de l’ordre de 73% (Ramakrishnan and Qasba, 2010). De la 

même façon, l’analyse de la séquence protéique de la β4GalT7 humaine et de la β4GalT1 

bovine montre une similarité de 33%. 

Au cours de ce travail, une étude phylogénétique approfondie de la famille des β4GalT7s a été 

réalisée. Elle sera présentée dans la partie « résultats » sous forme de publication (Publication 

n°1).  

 

Figure 25. Analyse de la relation phylogénétique entre les β4GalTs humaines, la 
β4GalT7 de drosophile et de sqv-3  

D’après Vadaie  et al., 2002  

http://glycob.oxfordjournals.org/content/vol12/issue10/images/large/cwf07401.jpeg
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Il est important de noter que les principales études qui ont été réalisées sur la β4GalT7 

humaine ont été basées sur la structure 3D de la β4GalT1 bovine, qui était la seule β4GalT 

cristallisée. Depuis peu, on dispose également de la structure 3D de la β4GalT7 de drosophile 

(Ramakrishnan and Qasba, 2010). La β4GalT7 de drosophile présente une forte similarité de 

séquences avec la β4GalT7 humaine et la β4GalT1 bovine. Ramakrishnan and Qasba (2010) 

ont réussi à élucider l’organisation 3D du site catalytique de cette enzyme, en présence d’UDP 

et d’ions Mn2+, en produisant une protéine chimèrique. En effet, différentes constructions ont 

été réalisées avant d’arriver à la production d’une forme chimèrique, active après 

solubilisation et cristallisable. L’alignement de séquence des β4GalT7s humaine et de 

drosophile montre que ces deux protéines présentent une forte similarité à partir de l’His93 et 

de l’His75 respectivement. Il a été d’ailleurs suggéré que le domaine catalytique pourrait 

commencer à partir de ces acides aminés. La cristallisation de la β4GalT7 de drosophile 

délètée des 70 premiers acides aminés de l’extrémité N-terminale n’a pas abouti. Il a été 

proposé que les acides aminés de l’extrémité C-terminale, caractéristiques de la séquence de 

drosophile, pourraient altérer la cristallisation de l’enzyme. Pour cette raison, ce groupe de 

chercheurs a réalisé une 2ème construction qui a permis de produire une protéine dépourvue 

des 70 acides aminés N-terminaux et des 11 acides aminés C-terminaux. La cristallisation de 

cette protéine tronquée n’a également pas pu être réussie. Enfin, la comparaison de la 

β4GalT7 de drosophile avec la β4GalT1 bovine par alignement de séquence a permis 

d’identifier une forte similarité au niveau de leur domaine catalytique respectif, qui 

commence à partir du résidu aminé 176 de la protéine bovine. Toutefois, cette approche a 

permis de constater que le domaine catalytique de la β4GalT7 de drosophile est dépourvu 

d’une séquence N-terminale correspondant au peptide situé entre les acides aminés 129 et 175 

de l’enzyme bovine. Il a été suggéré que l’absence de cette séquence dans la β4GalT7  de 

drosophile expliquerait, vraisemblablement, les difficultés rencontrées lors des premières 

tentatives de cristallisation de cette protéine. La fusion du peptide 143-175 de la β4GalT1 

bovine à l’extrémité N-terminale de la β4GalT7 de drosophile sous forme tronquée, 

dépourvue des 70 acides aminés N-terminaux et des 11 acides aminés de l’extrémité C-

terminale (comme décrit précédemment), a rendu la cristallisation de cette protéine possible. 

La β4GalT7 de drosophile a été donc cristallisée en présence de l’UDP et du cofacteur 

métallique Mn2+.  
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Quand au résidu Asp320 (équivalent de l’Asp230 de la β4GalT7 humaine), la structure 

cristallographique de la β4GalT1 bovine n’a montré aucun contact entre cet acide aminé et la 

GlcNAc. Le groupement carboxylate de l’Asp320 forme une liaison hydrogène avec la 

Tyr311 (équivalent à Phe221 de la β4GalT7 humaine), et il a été suggéré que cette liaison 

participe à la stabilisation de la structure de la boucle formée par le peptide 
312WGWGGEDDD320. 

Une étude réalisée par Boeggeman et Qasba (Boeggeman and Qasba, 2002) a montré que  la 

mutation du Glu317 (équivalent du Glu227 de la β4GalT7 humaine qui a fait l’objet de cette 

étude) ou de l’Asp310 provoque une modification de l’activation de l’enzyme par les cations 

Ca2+ et Co2+, par rapport à la β4GalT1 bovine sauvage. Cependant, à l’heure actuelle les 

données structurales n’indiquent pas la fixation de cations métalliques au niveau de la région 
314WGGEDDDIY322 de la β4GalT1 bovine. 

III.3.2. La β4GalT7 de drosophile (Drosophila melanogaster) 

La β4GalT7 de drosophile est l’orthologue de la β4GalT7 humaine. C’est une protéine 

constituée de 322 acides aminés et qui présente une activité enzymatique 4GalT, comme 

décrit précédemment. 

La structure 3D de la β4GalT7 de drosophile a été récemment résolue par Ramakrishnan et 

Qasba (2010). L’organisation cristallographique de cette enzyme montre que, l’Asp147 du 

motif DXD forme une liaison de coordination avec le cation Mn2+ (Figure 26). 

De façon intéressante, la cristallisation de la β4GalT7 bovine a permis d’identifier, pour la 

première fois, un nouveau motif 241HXH243 de fixation du cofacteur métallique, jamais 

identifié dans la structure 3D des GTs. De plus, l’alignement de séquence des β4GalT7s 

montre que ce motif est conservé dans toutes les espèces.  

La structure cristallographique de la β4GalT7 de drosophile montre que le manganèse forme 

six liaisons de coordination: une avec l’Asp147 (équivalent de l’Asp165 de la β4GalT7 

humaine), deux liaisons avec les atomes d’azote Nε2 et Nδ1 de l’His241 et His243, 

respectivement (équivalents de l’His257 et His259 de la β4GalT7 humaine), deux liaisons 

avec les atomes d’oxygène de chacun des deux groupements phosphates de la molécule 

d’UDP, et une liaison avec une molécule d’eau (Figure 26).  
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Figure 26. Organisation cristallographique de la fixation du manganèse et de l’UDP sur 
la β4GalT7 de drosophile 

Le manganèse forme six liaisons de coordination avec l’Asp147, l’His241, l’His243, une molécule 
d’eau et deux liaisons avec les groupements phosphates de l’UDP. 

D’après Ramakrishnan and Qasba, 2010 

 

La superposition des structures 3D de la β4GalT7 de drosophile et de la β4GalT1 bovine a 

montré une organisation similaire du site de fixation du substrat donneur et de la poche 

catalytique. En revanche, la comparaison des sites de fixation du substrat accepteur a montré 

des différences importantes, probablement dues à la spécificité différente de ces deux 

enzymes vis-à-vis du substrat accepteur. La deuxième divergence importante de l’organisation 

3D a été observée au niveau des extrémités N- et C-terminales. En effet, la β4GalT7 de 

drosophile est dépourvue d’un peptide N-terminal identifié dans la β4GalT1 bovine. 

Cependant, cette dernière ne possède pas le peptide C-terminal identifié dans l’enzyme de 

drosophile. Il a été suggéré que ces deux régions peptidiques pourraient structuralement  se 

compenser (Ramakrishnan and Qasba, 2010) (Figure 27).  

Enfin la modélisation du site de fixation du Xyl, substrat accepteur de la β4GalT7, suggère 

que la chaîne aromatique du résidu Tyr177 interagirait avec l’atome C5 de cette molécule, 

produisant un encombrement stérique qui empêche d’autres interactions avec cet atome 
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(Ramakrishnan and Qasba, 2010). Il a été suggéré que la fixation du Xyl sur la β4GalT7 de 

drosophile serait similaire à la fixation du substrat GlcNAc ou Glc sur la β4GalT1 bovine. 

Ainsi les atomes O2, O3 et O4 des groupements hydroxyles du résidu glycosidique du 

substrat accepteur formeraient des liaisons hydrogène avec les atomes d’oxygène des 

carboxylates de l’Asp212 et Asp211 de la β4GalT7 de drosophile (Asp319 et Asp318 de la 

β4GalT1bovine). Ainsi, l’Asp211 constituerait la base catalytique de cette enzyme 

(Ramakrishnan and Qasba, 2010). 

 
 
 

 

 

Figure 27. Structure cristallographique de la β4GalT7 de drosophile en présence d’ions 
Mn2+ et d’une molécule d’UDP 

La couleur du diagramme du ruban de la β4GalT7 change progressivement de couleur pour  passer de 
la couleur bleue des résidus de l’extrémité N-terminale à la couleur rouge des résidus de l’extrémité C-
terminale. Les ponts disulfures formés par les résidus Cys (255, 300, 308 et 310) sont situés du côté C-
terminal. La molécule de Mn2+ est représentée par une boule violette. L’organisation 3D de la 
β4GalT7 de drosophile est très proche de la structure cristallographique de la β4GalT1 bovine.  

D’après Ramakrishnan and Qasba, 2010 
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Chapitre 3 : Les voies de biosynthèse des PGs 

 

Les PGs et leurs chaînes de GAGs sont des molécules diversifiées et très complexes. Ils 

possèdent un vaste spectre d’action et jouent des rôles majeurs dans de nombreuses 

pathologies, notamment dans le cas des arthropathies d’origine dégénérative, inflammatoire, 

et cancéreuse. La modification de l’expression des enzymes impliquées dans la synthèse ou la 

dégradation des GAGs est observée au cours des différents stades de la progression tumorale 

et métastasique. De façon intéressante, un effet bénéfique de l’Hp associée aux traitements 

anti-cancéreux a été récemment mis en évidence. Un essai clinique a été consacré à l’étude de 

l’effet de la nadroparine (Hp de faible poids moléculaire) chez des patients atteints de cancers 

à un stade avancé sans thromboembolisme veineux. Cette étude a montré que le traitement à 

l’Hp influence favorablement la survie des malades (Klerk et al., 2005). Plusieurs études 

suggèrent un effet favorable de l’association entre la chimiothérapie conventionnelle et l’Hp. 

Un essai clinique de traitement des patients atteints d’une forme agressive de cancer des 

poumons a démontré que l’association d’Hp de faible poids moléculaire avec la 

phosphocyclamide, l’épirubicine et la vincristine permet d’améliorer la réponse à ces 

traitements comparée aux résultats obtenus avec la chimiothérapie conventionnelle (Altinbas 

et al., 2004).  

Les GAGs constituent donc des cibles et des outils pharmacologiques dans diverses situations 

pathologiques, d’où l’intérêt de la connaissance de leur structure, la compréhension de leur 

mécanisme d’action et de la caractérisation des enzymes impliquées dans leur métabolisme.  

I. LA BIOSYNTHESE DES PGs 

A l’exception de l’AH, la biosynthèse des PGs commence toujours par la formation de la 

protéine "core" qui possède des séquences consensus d’acides aminés constituant les sites 

d’ancrage des chaînes de GAGs. La formation des GAGs fait ensuite intervenir plusieurs 

familles d’enzymes qui agissent de façon coordonnée. Il s’agit de  GTs, de sulfotransférases 

(STs) et d’épimérases qui sont localisées principalement dans le RE et dans les différents 

compartiments de l’appareil de Golgi.  
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II. LA FORMATION DE L’AMORCE TETRASACCHARIDIQUE 

A l’exception des chaînes de KS (Baker et al., 1975; Stein et al., 1982), la biosynthèse des 

GAGs est initiée par la formation d’une amorce tétrasaccharidique 

[GlcAβ1,3Galβ1,3Galβ1,4Xylβ1] (appelée également région de liaison ou "linkage region" 

entre la protéine "core" et les chaînes de GAGs) commune aux Hp/HS et CS/DS. Les 

premières enzymes impliquées dans ce processus sont les XTs (XTI/XTII), qui catalysent le 

transfert d’un Xyl sur un résidu d’acide aminé Ser (ou Thr) de la protéine "core" en formant 

une liaison O-glycosidique. Puis l’enzyme β4GalT7 ajoute le premier Gal sur l’extrémité non 

réductrice du Xyl, suivie de la β3GalT6 qui transfert le deuxième Gal. Enfin, l’ajout du 

dernier sucre, GlcA, sur le deuxième Gal de l’amorce tétrasaccharidique est assuré par la 

β1,3-glucuronosyltransférase I (GlcAT-I) (Figure 28).  

  

 

 
 

Figure 28. Les enzymes impliquées dans la biosynthèse de l’amorce tétrasaccharidique 
commune aux CS/DS et Hp/HS  

Illustration de la synthèse et des modifications de l’amorce tétrasaccharidique commune aux 
différentes chaînes de GAGs. 

D’après Esko et al., 2009, Essentials of Glycobiology 
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La β4GalT7 (appelée aussi GalT-I) est une enzyme qui appartient à la famille des β4GalTs 

(voir chapitre 2).  Elle intervient à un stade précoce de l’initiation de la synthèse des GAGs, 

en catalysant le transfert du premier Gal de l’amorce tétrasaccharidique sur le Xyl lié à la 

protéine "core" des PGs. Chez l’homme, des mutations ponctuelles (A186D, L206P et 

R270C) de la β4GalT7 sont liées à une maladie d’origine génétique, la forme progéroïde du 

syndrome d’Ehlers-Danlos (Almeida  et al., 1999; Faiyaz et al., 2004). Les patients atteints de 

ce syndrome présentent un tableau clinique sévère affectant en particulier le système 

musculo-squelettique.  

Les conséquences des mutations de la β4GalT7 dans le contexte de ce syndrome sur la 

synthèse des chaînes de GAGs sont partiellement caractérisées. Au niveau des tissus 

conjonctifs, une substitution aberrante des chaînes de CS/DS de la décorine est observée (voir 

première partie de l’introduction bibliographique). L’équipe de Götte a également suggéré 

l’implication d’une altération des chaînes d’HS dans le retard du processus de cicatrisation 

observé chez les patients atteints du syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos (Götte et al., 

2008).  

Par ailleurs, Esko et al. ont démontré en 1985 que les cellules CHO-pgsB618 (Chinese 

Hamster Ovary), déficientes en β4GalT7, montrent une absence totale de chaînes de GAGs. 

Enfin, la β4GalT7 présente la particularité de pouvoir initier la synthèse des chaînes de GAGs 

in vivo et in vitro, à partir de substrats xylosidiques exogènes (Esko et al., 1987). De façon 

intéressante, ces molécules peuvent avoir des propriétés thérapeutiques importantes en 

stimulant ou inhibant la synthèse des chaînes de GAGs. Ainsi, il a été suggéré que des 

inhibiteurs de la biosynthèse des GAGs auraient des propriétés anti-cancéreuses (Mani et al., 

1998; Belting et al., 2002; Schuksz et al., 2008). Des xylosides initiant la formation des 

chaînes de GAGs constituent des médicaments anti-thrombotiques potentiels (Martin et al., 

1996) ou encore des agents thérapeutiques proposés dans le traitement de la maladie 

d’Alzheimer grâce à leurs propriétés anti-amyloïdes (Kisilevsky et al., 2004). 

L’ensemble de ces observations indique un rôle clé de la β4GalT7 dans l’initiation des voies 

de biosynthèse des GAGs. De ce fait, cette protéine pourrait constituer une cible 

pharmacologique dans l’objectif de développer des stratégies thérapeutiques visant à pallier la 

perturbation de la synthèse des GAGs observée au cours de diverses pathologies.  
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III. LA POLYMERISATION DES CHAINES DE GAGs 

Après la formation de l’amorce tétrasaccharidique [GlcAβ1,3Galβ1,3Galβ1,4Xylβ1], 

commence l’élongation des chaînes de GAGs qui oriente la machinerie cellulaire vers la 

synthèse des chaînes d’Hp/HS ou de CS/DS. La nature du cinquième résidu saccharidique 

transféré sur l’amorce tétrasaccharidique détermine le type de chaînes de GAGs synthétisées. 

Il s’agit d’un résidu GlcNAc pour les Hp/HS et d’un résidu GalNAc pour les CS/DS. D’une 

façon générale, l’extension des chaînes se fait par l’addition alternative de deux 

monosaccharides: une hexosamine et un GlcA. Ces réactions sont catalysées respectivement 

par des HS-synthases  (EXTL1/2/3 et EXT1/2) et des CS-synthases.  

Dans le cas des KS, les GAGs sont formées comme des oligosaccharides attachés par une 

liaison glycosidique de type N ou O à une protéine "core", et l’élongation se fait par l’addition 

de résidus GlcNAc et Gal. 

III.1. La polymérisation des chaînes de CS/DS 

Après l’ajout d’un résidu GalNAc sur l’amorce tétrasaccharidique par la CS-GalNAcT-I 

(ChGn), la polymérisation des chaînes de CS/DS a lieu par addition alternative d’un résidu 

GlcA et d’un résidu GalNAc. Chez les vertébrés, la β3GlcAT et la β4GalNAcT sont 

considérées comme les deux enzymes responsables de la polymérisation de l’unité 

disaccharidique élémentaire des chaînes de CS/DS (Richmond et al., 1973) (Figure 29). La 

GlcAT qui intervient dans la polymérisation des chaînes de CS/DS est appelée β3GlcAT-II, 

elle est distincte de l’enzyme qui catalyse le transfert du GlcA sur l’amorce trisaccharidique 

(Sugumaran et al., 1998).  

Le GlcA des chaînes de CS subit une épimérisation du carbone en position 5 (C5) pour former 

un IdoA. Cette modification permet de distinguer les chaînes de DS des chaînes de CS, qui 

sont composées de deux types d’acide uronique (GlcA et IdoA), comme indiqué dans la 

Figure 29. 
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Figure 29. Représentation schématique des voies d’élongation des chaînes de CS/DS et 
des enzymes impliquées dans ces réactions 

Le GlcA subit une épimérisation en position C5 pour former un IdoA caractéristique des chaînes de 
DS. De plus, ces dernières peuvent être sulfatées à différentes positions (C2, 4 ou 6). PAPS, 3’-
phosphoadénosyl-5’-phosphosulfate. 

D’après Esko et al., 2009, Essentials of Glycobiology 

 

III.2. La polymérisation des chaînes d’Hp/HS 

La synthèse des chaînes d’HS est associée aux produits de la famille des gènes EXT. Le 

transfert du résidu GlcNAc sur l’amorce tétrasaccharidique est catalysé par l’enzyme EXTL3 

(α4GlcNAcT-I). Cette réaction est suivie de l’addition successive d’un résidu GlcA et d’un 

résidu GlcNAc, catalysée par le complexe EXT1/EXT2 qui possèdent des activités β4GlcAT- 

et α4GlcNAcT. Les chaînes d’Hp/HS subissent une série de modifications importantes, 

notamment, des sulfatations en position 3 ou 6 de la GlcNAc, ou une épimérisation du GlcA 

qui peut à son tour être sulfaté en position 2 (Figure 30).   
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Figure 30. Représentation schématique de la polymérisation des chaînes d’Hp/HS et 
enzymes impliquées dans ces réactions 

Cette figure montre les séries de modifications que les chaînes d'Hp/HS peuvent subir. NS, N-
sulfatation; PAPS, 3’phosphoadénosyl-5’-phosphosulfate. 

D’après Esko et al., 2009, Essentials of Glycobiology 

 

 

IV.  LES REACTIONS DE MODIFICATION DES CHAINES DE GAGs DES PGs 

IV.1. Les réactions de modification de l’amorce tétrasaccharidique 

La région de liaison entre la protéine "core" et les chaînes de GAGs (l’amorce 

tétrasaccharidique) peut subir diverses modifications, notamment, une phosphorylation en C2 

du Xyl et une sulfatation des Gal à différentes positions (C4 et/ou C6) comme représenté dans 

la Figure 31. De façon intéressante, et contrairement au "dogme" selon lequel la structure ou 

la composition de l’amorce tétrasaccharidique est commune aux CS/DS et Hp/HS, il a été 
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démontré que dans certains PGs isolés de l’aorte bovine, le GlcA serait épimérisé en C5 pour 

former l’IdoA dans les chaînes de DS (Sugahara et al., 1995a and 1995b). 

   

 

 

Figure 31. Modification de la région de liaison des chaînes de GAGs 

Durant la synthèse des PGs, l’amorce tétrasaccharidique peut être modifiée à différentes positions. 
Ainsi, le Xyl peut être phosphorylé en position 2, tandis que chacun des deux Gal peut être sulfaté en 
position 4 et/ou 6. 

 

IV.1.1. La phosphorylation en C2 du xylose de l’amorce tétrasaccharidique 

Le C2 du Xyl constitue un site de phosphorylation majeur, à la fois pour les CSPGs  (Oegma 

et al., 1984) et pour les HSPGs (Fransson et al., 1985). Des études ont montré que la 

phosphorylation est maximale après le transfert des deux résidus Gal de l’amorce 

tétrasaccharidique (Moses et al., 1999), et que l’addition du GlcA serait suivie d’une 

déphosphorylation rapide. En outre, les PGs des tissus ayant une MEC abondante, ne portent 

pas de groupement phosphate sur le Xyl de l’amorce tétrasaccharidique (Sugahara et al., 

1995a).  

Le rôle biologique de cette phosphorylation n’est pas complètement compris. Il a été proposé 

que cette modification pourrait constituer un signal pour  le transport et la sécrétion  des PGs, 

ou encore pour les modifications ultérieures des chaînes de GAGs (Moese et al., 1997; 1999).  

Dans les PGs produits par les cellules de mélanome, la déphosphorylation du Xyl est 
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complète (Spiro et al., 1991) tandis que dans les cellules de chondrosarcome, l’agrécane 

produit porte un groupement phosphate sur le Xyl de l’amorce tétrasaccharidique (Oegma et 

al., 1984). Il a été suggéré que la déphosphorylation peut être inefficace dans certaines lignées 

cancéreuses, et que ce phénomène serait associé à l’altération de la biosynthèse des PGs dans 

ces cellules (Prydz et al., 2000). De plus, des travaux réalisés dans mon équipe ont démontré 

que l’activité enzymatique de la β4GalT7 est complètement abolie in vitro lorsque le Xyl est 

phosphorylé en C2 (Gulberti et al., 2005). L’ensemble de ces résultats suggère que cette 

modification de l’amorce tétrasaccharidique joue un rôle important dans la régulation de la 

synthèse des GAGs, selon un mécanisme qui reste à déterminer. 

IV.1.2. La sulfatation des galactoses de l’amorce tétrasaccharidique 

De façon intéressante, la sulfatation des Gal de l’amorce tétrasaccharidique des PGs a été 

observée au niveau  des chaînes de CS/DS, alors qu’elle est absente dans les Hp/HS. Cette 

observation suggère que les groupements sulfates de ces résidus pourraient constituer un 

signal d’orientation des voies de biosynthèse vers l’un ou l’autre des types de GAGs. Il a été 

également proposé que cette modification pourrait être impliquée dans le recyclage des PGs. 

De plus, il a été démontré que l’activité enzymatique de la GlcNAcT-I, qui joue un rôle 

important dans l’initiation de la synthèse des HS, est inhibée par la 4-O-sulfatation du Gal 

(Kitagawa et al., 1995; Lidholt et al., 1997).  

Les CS/DS peuvent être sulfatés en C4 et/ou C6 sur les deux résidus Gal (Sugahara et al., 

1988). Une étude réalisée par mon équipe a mis en évidence l’importance de cette 

modification dans l’initiation de la biosynthèse des GAGs. En effet, la O-sulfatation du C4 ou 

C6 du premier et/ou du deuxième Gal régule l’efficacité enzymatique de la GlcAT-I (Gulberti 

et al., 2005). En particulier, cette enzyme présente une efficacité 7 fois supérieure vis-à-vis 

d’un oligosaccharide accepteur sulfaté en position 6 sur le premier résidu Gal comparé à son 

analogue non sulfaté. Au contraire, toutes les autres positions de sulfatation abolissent 

l’activité de la GlcAT-I. 

De façon intéressante, la phosphorylation du Xyl n’a jamais été identifiée en présence de 

groupements sulfates sur les résidus Gal de l’amorce tétrasaccharidique des chaînes 

glycosaminoglycaniques de CS/DS (Prydz et al., 2000).  
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Figure 32. Réactions de modifications des chaînes d’HS et de CS/DS 

a) Les réactions de modifications des HS sont initiées par la N-acétylation/N-sulfatation de la GlcNAc 
suivie d’une sulfatation rapide au niveau des groupements amines libres pour former des GlcNS. b) 
Dans le cas de la modification des chaînes de DS, les disaccharides subissent une 4-O-sulfatation 
directement après épimerisation, pour laisser place à l’action de la DS2ST qui catalyse la sulfatation 
de l’IdoA en C2. Enfin, dans les chaînes de CS, la réaction de 6-O-sulfatation des GalNAc et 
GalNAc(4S) est catalysée par deux enzymes distinctes. 

D’après Kusche-Gulberg et Kjellen, 2003 

 

IV.2. Les modifications des différentes chaînes de GAGs 

Au cours du processus de polymérisation des chaînes de GAGs, les unités glycosidiques sont 

modifiées à différentes positions. Ainsi, on distingue : 1) les réactions de N-déacétylation/N-
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sulfatation de la GlcNAc de l’unité disaccharidique de l’Hp et des HS; 2) l’épimérisation du 

GlcA en IdoA dans l’Hp et les HS (et DS); 3) les O-sulfatations des disaccharides répétitifs de 

l’Hp, des HS, CS et DS à des positions variables (C2, 3, 4 ou 6). 

La réaction de N-sulfatation est une modification spécifique des chaînes d’HS et elle n’a 

jamais été observée dans les CS/DS ou KS. Une famille d’enzymes bifonctionnelles appelée 

NDSTs (GlcNAc-N-déacétylase/sulfotransférase) catalysent la N-déacétylation du GlcNAc 

pour générer une GlcN, sur laquelle elles transfèrent un groupement N-sulfate (Wei et al., 

1993) (Figure 32).  

Au cours de la polymérisation des chaînes de GAGs, les HS subissent une série de réactions  

de modifications (Figures 30 et 32). A la suite de l’action des NDSTs, les STs et les 

épimérases peuvent intervenir pour assurer la modification des chaînes de GAGs et augmenter 

la diversité structurale de ces molécules.  

IV.2.1. La sulfatation des Hp/HS 

IV.2.1.1. La N-déacétylation/N-sulfatation des HS 

Chez les mammifères, la famille des NDSTs est composée de quatre membres, NDST1, 

NDST2, NDST3 et NDST4, de spécificité de substrat différente (Aikawa et al., 2001). Ces 

enzymes se distinguent également par leur profil d’expression, ainsi, les NDST1 et 2 sont 

exprimées ubiquitairement au cours du développement embryonnaire ainsi que chez l’adulte, 

tandis que la NDST3 et 4 sont exprimées uniquement au stade embryonnaire (Grobe et al., 

2002). 

La modification de la structure des chaînes d’HS confère à ces GAGs une organisation 

particulière. En effet, contrairement aux chaînes de CS, la N-sulfatation des HS engendre la 

formation successive de domaines sulfatés et de domaines dépourvus de groupements 

sulfates. Cette organisation permet de différencier des domaines N-acétylés (NA), N-sulfatés 

(NS), et des domaines mixtes (NA/NS) (Figure 30). Ces régions sont le plus souvent présentes 

dans cet ordre et elles constitueraient des sites de fixation de divers ligands, notamment les 

FGFs (Fibroblast Growth Factors) et l’anti-thrombine. 

IV.2.1.2. La O-Sulfatation des Hp/HS 

La O-sulfatation intervient après la N-sulfatation et l’épimérisation en C5 du GlcA en IdoA. 

La 2-O-sulfatation se produit préférentiellement en C2 de l’IdoA, mais également en C2 du 
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GlcA (Rong et al., 2001; Merry and Wilson, 2002). Les acides hexuroniques 2-O-sulfatés se 

trouvent, à quelques exceptions près, exclusivement à côté des domaines NS du 

polysaccharide. L’enzyme qui catalyse cette réaction est la 2-OST (ou HS2ST), il a été 

démontré que cette protéine forme un complexe avec la C5 épimérase (Esko and Selleck, 

2002).  

Comme il est mentionné précédemment, les Hp/HS peuvent subir également des 

modifications par 6-O-sulfatation du résidu GlcNAc. A ce jour, trois enzymes GlcNAc-6-O-

STs ont été identifiées (Smeds et al., 2003): 6-OST1, 6-OST2 et 6-OST3 (HS6ST-1, HS6ST-

2, HS6ST-3). Il est intéressant de noter que l’expression de ces protéines est tissu-spécifique. 

Chez la souris adulte, la 6-OST1 est préférentiellement exprimée dans le foie, tandis que la 6-

OST2 est présente dans le cerveau et la 6-OST3 possède une expression ubiquitaire. Chez 

l’homme, la 6-OST2 existe sous deux isoformes (voir Tableau 6). 

Enfin, au cours de la biosynthèse des Hp/HS les résidus GlcNAc peuvent être modifiés par 3-

O-sulfatation.  C’est une réaction rare, spécifique de ce type de chaînes. Elle est catalysée par 

une famille de 3-OSTs composée de sept membres: 3-OST1, 3-OST2, 3-OST3A, 3-OST3B, 

3-OST4, 3-OST5 et 3-OST6 (Showrak et al., 1999; Xia et al., 2002; Mochizuki et al., 2003). 

De nombreuses études ont suggéré que la 3-O-sulfatation régule sélectivement la fonction 

biologique de l’Hp et des HS. En particulier, la présence de la 3-O-sulfatation sur les HS est 

indispensable pour la reconnaissance de l’anti-thrombine (Petitou et al., 2003).  

Le virus de l’herpès de type 1 (HSV-1: Herpes Simplex virus) est un des nombreux agents 

pathogènes qui utilisent les HS des PGs de la surface cellulaire comme récepteur. Ainsi, les 

chaînes d’HS interagissent avec les glycoprotéines gB et gC de l’enveloppe virale pendant la 

fixation du virus sur la cellule. Cela constitue la première étape du processus de l’entrée du 

HSV-1 dans la cellule hôte. De façon importante, il a été démontré que c’est la 3-O-

sulfatation des HS qui permet l’interaction entre ces chaînes de GAGs cellulaires et la 

glycoprotéine virale gD, induisant ainsi la fusion entre l’enveloppe virale du HSV-1 et la 

membrane de la cellule infectée (O’Donnell et al., 2005; Shukla et al., 1999).  

IV.2.2. La sulfatation des CS/DS 

La modification des chaînes de CS/DS par des réactions de sulfatation est catalysée par trois 

familles de STs. Les acides hexuroniques sont 2-O-sulfatés par l’enzyme CS/DS2ST, la seule 

ST impliquée dans la 2-O-sulfatation de ces chaînes de GAGs identifiée à ce jour (Kobayashi 
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et al., 1999). Elle catalyse le transfert d’un groupement sulfate sur le C2 du GlcA et de 

l’IdoA. 

Quant aux résidus GalNAc, ils peuvent être O-sulfatés en C4 et C6. Ces réactions sont 

catalysées  respectivement par la famille des 4-O-sulfotransférases: C4ST/D4ST  (Yamauchi 

et al., 1999) et la famille des 6-O-sulfotransférases C6STs (Uchimura et al., 1998) (voir 

Tableau 6). 

V. LA DEGRADATION ET LE RECYCLAGE OU "TURNOVER" DES PGs 

De nombreuses études ont montré la présence d’enzymes impliquées dans la dégradation des 

chaînes de GAGs, permettant ainsi le recyclage de ces molécules par l’organisme. En premier 

lieu, les PGs sont internalisés par les cellules. Au cours de l’endocytose, ils subissent un 

clivage protéolytique qui permet la libération de la protéine "core", tandis que les chaînes de 

GAGs sont partiellement clivées par des enzymes telles que l’endo-β-glucuronidase ou 

l’endohexosaminidase. Ces enzymes reconnaissent des séquences consensus spécifiques, qui 

dépendent de la composition des chaînes de GAGs. Elles produisent des fragments 

glycosidiques de taille variable qui subissent une dégradation complète par l’action d’une 

série d’exoglycosidases et de sulfatases. 

Une famille d’enzymes appelée endosulfatases a été récemment découverte. Chez l’homme, 

deux ADNc ont été identifiés: SULF1 et SULF2 (Shridhar et al., 2002). Ces deux gènes 

codent pour des protéines membranaires capables de désulfater les chaînes de GAGs. La 

découverte de cette réaction ainsi que de l’action des héparanases extracellulaires a suggéré la 

présence d’autres processus enzymatiques capables de modifier la structure des GAGs et de 

les dégrader, notamment celle des HS après leur sécrétion.  

De façon intéressante, l’altération de l’expression de SULF1 a été associée à de multiples 

cancers, en effet, la SULF1 humaine est considérée comme un suppresseur de tumeurs dans la 

carcinogenèse (Lai et al., 2008). Cette enzyme est responsable de la désulfatation des HSPGs 

cellulaires. Elle est impliquée dans la croissance cellulaire, la prolifération tumorale, la 

migration, l’invasion et l’angiogenèse. En revanche, la SULF2 a été décrite comme une 

enzyme qui présenterait des propriétés pro-oncogéniques (Lai et al., 2010). 
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Enzyme Abréviation Substrat 
prédominant 

Expression 
chez l’homme 

 

Chondroïtine/dermatane sulfates 

Chondroïtine 4-O-sulfotransférase-1 

 

Chondroïtine 4-O-sulfotransférase-2 

Chondroïtine 4-O-sulfotransférase-3 

Dermatane 4-O-sulfotransférase-1 

Chondroïtine 6-O-sulfotransférase 

Chondroïtine 6-O-sulfotransférase-2 

Chondroïtine 4-sulfate 6-O-

sulfotransférase Galactosaminyl uronyl 

2-O-sulfotransférase 

 

 

C4ST1 

 

C4ST2 

C4ST3 

D4ST1 

CS6ST 

CS6ST2 

GalNAc4S-6ST 

CS/DS2ST 

 

 

 

-GlcA-GalNAc- 

 

-GlcA-GalNAc- 

-GlcA-GalNAc- 

-GlcA-GalNAc- 

-GlcA-GalNAc- 

-GlcA-GalNAc- 

-GlcA-GalNAc4S- 

-GlcA-GalNAc6S- 

-IdoA-GalNAc4S- 

 

 

Tissus 

hématopoïétiques 

Ubiquitaire 

Foie 

Placenta 

Aorte, testicules 

Cœur, ovaires 

Ubiquitaire 

 

Héparine/héparane sulfates 

N-déacétylase/N-sulfotransférase 1 

N-déacétylase/N-sulfotransférase 2 

N-déacétylase/N-sulfotransférase 3 

N-déacétylase/N-sulfotransférase 4 

Héparane sulfate 2-O-sulfotransférase 

Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 1 

Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 2 

Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 

2S  

Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 3 

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 1 

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 2 

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 3A 

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 3B 

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 4 

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 5 

 

NDST1 

NDST2 

NDST3 

NDST4 

2-OST 

6-OST1 

6-OST2 

6-OST2S 

 

6-OST3 

3-OST1 

3-OST2 

3-OST3A 

3-OST3B 

3-OST4 

3-OST5 

 

-GlcA-GlcNAc- 

-GlcA-GlcNAc- 

-GlcA-GlcNAc- 

-GlcA-GlcNAc- 

-HexA-GlcNS- 

-HexA±2-GlcNS/Ac- 

-HexA±2S-GlcNS/Ac- 

-HexA±2S-GlcNS/Ac- 

 

-HexA±2S-GlcNS/Ac- 

-GlcA-GlcNS±6S- 

-HexA2S-GlcNS- 

-IdoA2S-GlcNH2±6S- 

-IdoA2S-GlcNH2±6S- 

? 

-GlcA- GlcNS±6S-, 

-IdoA2S-GlcNS±6S- 

 

Ubiquitaire 

Ubiquitaire 

Ubiquitaire 

Ubiquitaire 

Ubiquitaire 

Ubiquitaire 

Cerveau 

Ovaires, placenta, 

reins du fœtus 

- 

Cerveau, reins 

Cerveau 

Cœur, placenta 

Foie, placenta 

Cerveau 

Cerveau, corde 

spinale 

 

Tableau 6 : Les différentes sulfotransférases impliquées dans les réactions de 

modifications de biosynthèse des GAGs 

Ce tableau résume les principaux substrats reconnus par les STs et le profil d’expression de ces 
enzymes. 
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Présentation de l’étude  

Les récents progrès de la glycobiologie ont révélé l’importance majeure des carbohydrates, et 

en particulier celle des PGs. Ces macromolécules jouent un rôle crucial dans de nombreux 

processus biologiques (physiologiques et pathologiques), notamment via leurs chaînes de 

GAGs, impliquées dans de multiples interactions cellulaires associées au développement 

embryonnaire, à la coagulation, l’inflammation, la cancérogenèse, ou encore aux infections 

virales. En raison de leur implication dans de nombreuses maladies, ces molécules constituent 

des cibles pharmacologiques potentielles. Elles peuvent également être utilisées comme 

agents thérapeutiques et représenter des marqueurs diagnostiques. 

La grande complexité du système de biosynthèse, de modification et de dégradation des 

GAGs est à l’origine de la variété structurale considérable de ces polysaccharides. Bien que la 

majorité des enzymes impliquées dans la biosynthèse des GAGs soit identifiée, la 

caractérisation structurale et fonctionnelle de chacune d’entre-elles est très incomplète. Une 

meilleure compréhension des voies de biosynthèse des GAGs ouvrirait des perspectives 

thérapeutiques au regard de nombreuses pathologies. L’énorme potentiel de ces molécules a 

été longtemps négligé. Néanmoins, au cours des dernières décennies, elles attirent de plus en 

plus l’attention de la communauté scientifique et médicale. Ces travaux ont déjà permis le 

développement et l’utilisation de médicaments dans le traitement de plusieurs affections 

associées à des désordres de la biosynthèse des PGs. L’injection intra-articulaire d’AH est 

utilisée dans le traitement de l’arthrose (Migliore and Granata, 2008). Des approches 

thérapeutiques ont conduit à l’utilisation des GAGs afin de cibler spécifiquement les cellules 

tumorales, tout en véhiculant des molécules anti-cancéreuses (Yip et al., 2006). L’Hp est un 

puissant anti-coagulant, utilisé depuis plusieurs décennies dans la prévention et le traitement 

de la thrombose veineuse. Dans le cas du cancer, l’activité de l’Hp atténue la progression 

tumorale, notamment en réduisant la production de thrombine et la formation de fibrine 

(Prandoni et al., 2005). De façon intéressante, plusieurs essais cliniques suggèrent que 

l’association de la chimiothérapie conventionnelle au traitement par l’Hp serait favorable en 

termes de survie des patients (Altinbas et al., 2004; Klerk et al., 2005). 

Par conséquent, l’élucidation des mécanismes d’action des enzymes impliquées dans la 

biosynthèse des PGs et leurs chaînes de GAGs constitue un véritable enjeu médical. Leurs 

voies de biosynthèse nécessitent la participation de plusieurs familles d’enzymes, notamment 

des GTs, des STs, des épimérases, des sulfatases et des phosphorylases assurant la diversité et 
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l’hétérogénéité des GAGs. La perturbation de l’activité de ces enzymes, en particulier des 

GTs, est associée à plusieurs pathologies. Le syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos est une 

maladie génétique résultant de mutations de la β4GalT7, enzyme qui intervient à un stade 

précoce de l’initiation de la synthèse des chaînes de GAGs des PGs (Quentin et al., 1990). 

Trois mutations ont été identifiées chez les patients atteints de ce syndrome héréditaire. Il 

s’agit des mutations A186D, L206P et R270C, qui diminuent ou abolissent l’activité de la 

β4GalT7 affectant la substitution des chaînes de GAGs des PGs, en particulier la décorine. 

Ces altérations se traduisent par des anomalies fonctionnelles, notamment au niveau des tissus 

conjonctifs. La forme progéroïde du syndrome d’Ehlers-Danlos est en effet caractérisée par 

un tableau clinique sévère. Les patients atteints présentent un aspect progéroïde, un retard de 

développement, une disproportion cranio-faciale, une ostéopénie généralisée, des défauts de 

cicatrisation, des articulations hypermobiles, des muscles hypotoniques, une peau fragile et 

hyperextensible, ainsi que des anomalies du système musculo-squelettique.  

A la lumière des récentes découvertes démontrant l’importance des chaînes de GAGs et leur 

potentiel thérapeutique, l’enjeu de ma thèse est de mieux comprendre les mécanismes d’action 

des enzymes intervenant dans leur biosynthèse. Mes travaux portent plus spécifiquement sur 

la caractérisation structurale et fonctionnelle de la β4GalT7 humaine. Dans ce contexte, j’ai 

développé deux systèmes d’expression hétérologue de la β4GalT7 humaine recombinante, 

permettant la production de la protéine sauvage et mutée dans les cellules eucaryotes et dans 

la bactérie. Ainsi, j’ai réalisé une étude comparative des effets in vitro/ex vivo de la 

surexpression de la β4GalT7 sur l’activité GalT et sur la capacité de l’enzyme à stimuler 

l’initiation de la synthèse des GAGs dans des cellules déficientes. Nous avons également 

étudié les conséquences de la mutation des acides aminés situés dans des motifs hautement 

conservés au sein des β4GalTs, potentiellement impliqués dans la fixation des substrats et/ou 

l’organisation structurale de la β4GalT7 humaine, sur les constantes cinétiques et sur l’activité 

enzymatique évaluée in vitro et dans les cellules CHO-pgsB618 en culture.  

Une première démarche a consisté à mener une étude phylogénétique afin d’identifier les 

membres de la famille des β4GalTs et la sous-famille des β4GalT7s de différentes espèces. 

Nous avons ensuite réalisé un alignement de séquences de cette famille d’enzymes qui a 

permis de déterminer des domaines peptidiques conservés au sein des 7 β4GalTs humaines et 

de 48 β4GalT7s de différentes espèces (cette partie du projet a été réalisée en collaboration 

avec le Dr. Rafael Oriol, INSERM U1004, Villejuif). Parallèlement, nous avons développé 

avec le Dr. Guillermo Mulliert (UMR 7036 CNRS-UHP Nancy 1) un modèle moléculaire de 
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la β4GalT7 humaine basé sur la structure cristallographique de la β4GalT1 bovine qui était la 

seule β4GalT dont la structure 3D était élucidée. Récemment, Ramakrishnan et Qasba (2010) 

ont élucidé la structure 3D de la β4GalT7 de drosophile, ce qui nous a permis de développer 

un nouveau modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine basé sur cette structure. La 

superposition des deux modèles a confirmé la pertinence de l’organisation structurale du site 

actif de l’enzyme humaine fondée sur le premier modèle moléculaire. L’ensemble de ces 

stratégies a permis d’identifier la présence de motifs peptidiques conservés potentiellement 

impliqués dans la reconnaissance de substrat, la catalyse enzymatique et/ou l’organisation 

structurale du site actif de la β4GalT7 humaine. Il s’agit des domaines 163DVD165, 
221FWGWGREDDE230 et 257HLH259. Les données bibliographiques et les modèles 

moléculaires développés proposent l’implication du motif 163DVD165 dans la reconnaissance 

du substrat donneur et la formation de liaisons de coordination avec les cations divalents 

(Mn2+). Le deuxième motif contient les résidus carboxyliques Glu227 et Asp228, 

potentiellement impliqués dans la catalyse enzymatique. Il contient également des acides 

aminés (résidus Gly223 et Gly225) qui auraient une fonction structurale et seraient 

indispensables aux changements conformationnels de la poche catalytique, permettant ainsi 

les interactions entre le substrat donneur et le substrat accepteur. Quant au dernier motif, il 

serait essentiellement impliqué dans  des interactions avec les ions Mn2+. Pour vérifier ces 

postulats, nous avons procédé à la mutagenèse dirigée systématique par PCR de ces acides 

aminés, afin d’analyser leur importance fonctionnelle. Dans l’objectif de déterminer le rôle de 

chacun de ces acides aminés, nous avons analysé et comparé les conséquences de chaque 

mutation sur les propriétés enzymatiques de la 4GalT7 in vitro. Pour ce faire, j’ai notamment 

développé un système d’expression bactérien permettant de produire et de purifier cette 

enzyme en quantité compatible avec des études cinétiques approfondies.  

Nous avons également étudié l’effet de la surexpression de l’enzyme sauvage ou mutée dans 

les cellules en culture, sur l’initiation de la biosynthèse des GAGs à partir d’un substrat 

xylosidique exogène ou en surexprimant la protéine "core" de la décorine servant d’ancrage 

aux chaînes de GAGs. L’ensemble de ce travail a permis l’identification d’acides aminés 

essentiels à la fonction de la β4GalT7 humaine. J’ai en particulier démontré le rôle clé du 

résidu Trp224 qui semble être impliqué à la fois dans l’interaction avec les substrats donneur 

et accepteur, et dont la mutation en His module la spécificité vis-à-vis de ce dernier 

(Publication n°1, Talhaoui et al., 2010). 
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Dans le cadre de l’étude des bases moléculaires de la forme progéroïde du syndrome 

d’Ehlers-Danlos, nous avons surexprimé la β4GalT7 recombinante humaine portant chacune 

des mutations associées à cette pathologie dans les cellules eucaryotes en culture et dans la 

bactérie en fusion avec la GST, en vue de déterminer les conséquences de ce désordre 

génétique sur les propriétés catalytiques de cette enzyme. Enfin, j’ai analysé l’effet de l’apport 

de substrat xylosidique sur la capacité de l’enzyme β4GalT7 sauvage et mutée, à restaurer 

l’initiation de la biosynthèse des GAGs (Publication n°2, Talhaoui et al., 2010). 

Ces deux parties de mon projet de thèse ont pour objectif d’établir des bases moléculaires de 

la synthèse des chaînes de GAGs des PGs vers le développement de molécules thérapeutiques 

destinées au traitement des pathologies associées à la perturbation de ce processus. A l’issue 

de ce travail, une étude structurale de la β4GalT7 humaine purifiée, exprimée dans la bactérie, 

en fusion avec la GST,  par cristallographie a été engagée. Cependant, cette étude est encore à 

un stade préliminaire, et un travail important reste à fournir afin d’obtenir les cristaux de cette 

protéine et d’élucider sa structure 3D. 

De façon complémentaire, mon équipe s’intéresse aux mécanismes régissant l’assemblage des 

GAGs in vivo et à leurs anomalies au cours des pathologies articulaires. Dans ce cadre, j’ai 

participé à une étude originale fondée sur l’exploration de l’implication d’une modification 

épigénétique dans la régulation de la synthèse des PGs. 

Cette étude est menée sur un modèle cellulaire humain, la lignée de chondrosarcome H-EMC-

SS (HEMC). Dans un premier temps, nous avons analysé la séquence de la région promotrice 

proximale et du premier exon des gènes codant pour les enzymes impliquées dans la synthèse 

et la modification des chaînes de GAGs. Cette approche a permis de mettre en évidence la 

présence d’îlots CpG, susceptibles de subir des méthylations aberrantes de l’ADN. 

L’utilisation de la méthode de conversion au bisulfite de l’ADN génomique a ensuite permis 

de cartographier la méthylation des gènes des GTs et des STs dans les cellules HEMC.  

De façon intéressante, après analyse du profil de méthylation des gènes codant pour les quatre 

GTs intervenant dans la formation de l’amorce tétrasaccharidique et les gènes impliqués dans 

l’élongation et la sulfatation des chaînes d’HS, nous avons démontré que seuls les gènes des 

STs, NDSTs et OSTs, et plus particulièrement la famille des 3-OSTs, présentent une 

hyperméthylation, et sont donc potentiellement soumis à un mécanisme de régulation 

épigénétique via la méthylation de l’ADN. Par contre, les gènes de la 4GalT7 et des autres 
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GTs impliquées dans la formation des chaînes d’HS ne présentent pas de modification de leur 

profil de méthylation comparé à l’ADN de cellules non cancéreuses.   

Ces résultats nous ont conduit à analyser par RT-PCR semi-quantitative, le taux d’ARNm des 

gènes hyperméthylés, identifiés comme potentiellement soumis à un mécanisme de régulation 

épigénétique, dans des cellules HEMC traitées par un inhibiteur de méthylation de l’ADN, la 

5-aza-2’-déoxycytidine (5-Aza-dc). Nous avons notamment analysé l’expression des gènes de 

la famille 3-OSTs, afin de vérifier l’hypothèse selon laquelle l’hyperméthylation de leur 

promoteur serait responsable d’une répression de leur expression dans les cellules HEMC de 

chondrosarcome humain.  

Cette investigation a été poursuivie par la caractérisation de l’effet de la surexpression, par 

transfection, des gènes hyperméthylés 3-OST1 et 3-OST3A dans les cellules HEMC sur le 

degré de sulfatation et le taux de biosynthèse des HSPGs cellulaires. Le résultat obtenu a été 

comparé à la caractérisation de l’impact de l’induction de l’expression de ces gènes par 

inhibition de la méthylation, dans les cellules traitées par la 5-Aza-dc. Enfin, nous avons 

finalisé cette étude par la détermination des conséquences de la surexpression de la 3-OST1 et 

la 3-OST3A dans les cellules HEMC, par transfert de gènes ou par traitement à la 5-Aza-dc 

sur l’adhésion, la prolifération et la migration cellulaires. Ce travail a fait l’objet d’une 

publication qui démontre l’implication de la répression de l’expression des 3-OSTs par un 

processus de régulation épigénétique dans le développement du phénotype invasif des cellules 

de chondrosarcome HEMC (Publication n°3, Bui et al., 2010). 
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Matériels et méthodes 

Matériels 

1. Lignées cellulaires et réactifs de culture cellulaire 

Les cellules H-EMC-SS (HEMC) de chondrosarcome humain et les cellules HeLa 

proviennent de la banque « European Collection of Cell Culture » (ECACC, Sigma-Aldrich, 

Saint-Quentin Fallavier, France). Les cellules CHO-pgsB618 (cellules d’ovaire de hamster 

chinois, déficientes en β4GalT7, CRL-2241) ont été obtenues auprès de la banque « American 

Type Culture Collection » (ATCC, LGC Standards, Molshein, France).   

Les milieux de culture DMEM, DMEM/F12 et Fischer sont fournis par GIBCO-Life 

Technologies (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). 

2. Les réactifs de biologie moléculaire 

Les enzymes de restriction proviennent de New England Biolabs (Hitchin, Grande-Bretagne). 

Le vecteur d’expression eucaryote pcDNA-3.1a(+) et les bactéries compétentes TOP 10 sont 

fournis par Invitrogen-Fischer-Scientific. Le vecteur d’expression bactérienne pET-41a(+) et 

les bactéries Escherichia. coli (E. coli) BL21 (DE3) proviennent de Novagen 

EMD4Biosciences (Nottingham, UK). Le kit de mutagenèse dirigée « QuickChange site-

directed mutagenesis kit » et la Pfu Tubo DNA Polymerase sont fournis par Stratagene (La 

Jolla, CA). Le kit d’extraction d’ADN plasmidique provient de Qiagen (Courtabœuf, France)    

3. Les réactifs chimiques 

Le 4-Méthylombelliféryl-β-D-xylopyranoside (4-MOX), le 4-nitrophénol-β-D-xylopyranoside 

(4-NP-Xyl), l’UDP-Gal, l’UDP-α-D-glucose (UDP-Glc), l’UDP-α-D-N-acétylglucosamine 

(UDP-GlcNAc), l’UDP-α-D-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc), l’UDP-α-D-acide 

glucuronique (UDP-GlcA) et l’UDP-α-D-xylose (UDP-Xyl) sont fournis par Sigma-Aldrich. 

Les substrats accepteurs 7-méthoxy-naphtyl-β-D-xylopyranoside et le 7-méthoxy-naphtyl-β-

D-xylopyranoside-2-phosphate ont été synthétisés par l’équipe du Dr. Jean-Claude Jacquinet 

(UMR 6005 CNRS, Orléans). 
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4. Les réactifs radiomarqués 

Le sulfate de sodium Na2[35S]SO4, l’UDP[14C]-Gal, l’UDP[14C]-GlcA, l’UDP[14C]-Xyl, 

l’UDP[14C]-GalNAc, l’UDP[14C]-GlcNAc et le mélange cystéine-méthionine « EasyTag 

express protein labeling, [35S] » proviennent de Perkin-Elmer Life Science (Courtaboeuf, 

France). L’UDP[14C]-Glc et le marqueur de masse moléculaire « RainbowTM [14C] methylated 

protein molecular weight » sont fournis par Amersham Biosciences (GE Healthcare, Saclay, 

France).  

5. Les réactifs biochimiques 

La papaïne, la généticine G418, l’isopropyl-β-D-galactopyranoside (IPTG), l’anticorps 

polyclonal anti-IgG de souris, l’anticorps polyclonal anti-IgG de chèvre, proviennent de 

Sigma-Aldrich.  Le kit  « MagneHis Protein Purification System » est fourni par Promega. La 

résine Sephadex G50, la résine Sepharose Glutathion 4B et les films Hyperflim MP 

proviennent d’Amersham Biosciences (GE Healthcare). L’anticorps monoclonal anti-décorine 

provient de Calbiochem. L’anticorps monoclonal anti-GST est fourni par Novagen.  

Les gels à gradient (4-12% Bis-Tris) « Gel Criterion XT », le tampon XT MOPS (acide N-

morpholino-3-propane sulfonique) et le gel de chromatographie « Macro-Prep DEAE Support 

» sont fournis par Bio-Rad (Marnes-la-Coquette, France). 

 

Méthodes expérimentales 

I. CLONAGE DE LA β4GALT7 HUMAINE ET CONSTRUCTION DES VECTEURS 

D’EXPRESSION 

La séquence codant pour la β4GalT7 a été amplifiée par une procédure standard 

d’amplification par PCR « Polymerisation Chain Reaction » à partir d’une banque d’ADNc de 

placenta (Clontech, Palo Alto, CA) en utilisant des amorces 3’ et correspondant à la séquence 

publiée par Almeida et al. (1999).   

Amorce sens : 5’-CAGGTACCATGTTCCCCTCG-3’ 

Amorce antisens : 5’-CTCTAGACTACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGCTCGCTGAATGTG-3’ 

L’ADNc a été ensuite sous-cloné dans le vecteur PCR2.1 TOPO (Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France) comme précédemment décrit (Gulberti et al., 2005). La construction PCR2.1-
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β4GalT7 obtenue a été utilisée pour construire les vecteurs d’expression nécessaires à la 

réalisation de la suite de ce travail.  

1. Construction du vecteur d’expression pcDNA-β4GalT7 

Pour l’expression de l’enzyme β4GalT7 dans des cellules eucaryotes, la séquence précédente 

a été modifiée par PCR en introduisant dans l’amorce 5’ un site KpnI et une séquence Kozak 

d’optimisation de la traduction; et dans l’amorce 3’ un site XbaI et une séquence codant pour 

l’étiquette "Myc" (EQKLISEEDL). Le produit de PCR est ainsi cloné dans les sites ad hoc du 

vecteur pcDNA-3.1a(+) qui porte le gène de résistance à l’ampicilline, ce qui a permis la 

construction du vecteur d’expression pcDNA-β4GalT7. Le plasmide portant le gène codant 

pour la β4GalT7 sauvage ou mutée a été utilisé pour transfecter des cellules HeLa (cellules 

épithéliales humaines de cancer de col utérin) et des cellules CHO-pgsB618 (Chinese 

Hamster Ovary) déficientes en β4GalT7. 

Les cellules HeLa ont été utilisées pour la réalisation des cinétiques enzymatiques et la 

détermination des constantes enzymatiques apparentes. Les cellules CHO-pgsB618, qui sont 

déficientes en β4GalT7 et ne produisent pas de GAGs endogènes, ont été utilisées pour la 

réalisation des études ex vivo.  

2. Construction du vecteur d’expression pET-β4GalT7   

Pour la construction du vecteur d’expression bactérien, l’ADNc codant une forme tronquée de 

β4GalT7, délétée des 60 acides aminés N-terminaux, a été amplifié par PCR au moyen 

d’amorces contenant un site NcoI en 5’ et un site XhoI en 3’ et sous-cloné dans le vecteur 

pET-41a(+) en fusion avec le gène de la GST (Glutathion-S-Transférase), pour générer la 

construction pET-β4GalT7. Ce plasmide a été ensuite utilisé pour transformer des cellules E. 

coli BL21 (DE3) et pour exprimer la β4GalT7 sauvage ou mutée en fusion avec la GST en N-

terminal, avec un site de coupure à l’enterokinase (Invitrogen). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33. Schéma de la construction GST-β4GalT7 recombinante humaine exprimée 

dans des cellules BL21                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

DDDDK   XXXXX 

Site de reconnaissance de l’enterokinase 

GST Poly-His β4GalT7 
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II. CLONAGE DE LA DECORINE HUMAINE ET CONSTRUCTION DU VECTEUR 

D’EXPRESSION pcDNA-DECORINE 

L’ADNc obtenu à partir d’une banque d’ADNc de placenta a été amplifié par PCR en utilisant 

l’amorce sens (5’-ATGAAGGCCACTATCATCCTCCTTCTG-3’) et l’amorce antisens (5’-

CTACTTATAGTTTCCGAGTTGAATGGC-3’). Un site AfII et une séquence Kozak du coté 

5’ et un site Xho et une séquence codant 5 His (pentaHis) du côté 3’ ont ensuite été introduits 

par PCR. L’ADNc modifié a été cloné dans le vecteur d’expression pcDNA3.1a(+) pour 

obtenir la construction pcDNA-décorine qui a été transfectée dans des cellules CHO-

pgsB618. 

III. MUTAGENESE DIRIGEE PAR PCR 

Dans ce travail, les mutations réalisées sont des mutations ponctuelles (mutations 

conservatives et mutations non conservatives) réalisées par la technique de mutagenèse 

dirigée par PCR en utilisant le kit « QuickChange site-directed mutagenesis kit ». Le plasmide 

pcDNA-β4GalT7 ou pET-β4GalT7 a été utilisé comme matrice avec les amorces sens et 

antisens qui portent le codon de la mutation d’intérêt (en gras souligné). Les séquences des 

amorces utilisées sont fournies dans le tableau situé en annexes. 

Les mélanges réactionnels de PCR contiennent 50 ng d’ADN parental, 125 ng de chaque 

amorce nucléotidique, 10 mM dNTP, le tampon de la réaction et 2 U de l’enzyme Pfu Turbo 

dans un volume final de 50 µl. Le programme de PCR utilisé est le suivant: 95°C pendant 30 

secondes, 95°C pendant 1 minute, 55°C pendant 1 minute et 65°C pendant 1 minute x le 

nombre de kb du plasmide. Ce programme a été répété 16 fois. Le produit de PCR est digéré 

par l’enzyme de restriction DpnI pendant 1 heure à 37°C. Cette enzyme clive de façon 

spécifique l’ADN méthylé parental permettant ainsi de sélectionner l’ADN muté non méthylé 

et d’éliminer l’ADN non muté parental. 

Après transformation des cellules compétentes E. coli (TOP 10) par choc thermique, les 

clones recombinants ont été sélectionnés grâce à la présence d’une résistance à l’ampicilline 

(Amp) pour la construction pcDNA-β4GalT7 et d’une résistance à la kanamycine (Kana) pour 

la construction pET-β4GalT7.  

Les clones qui présentent une résistance à l’antibiotique ont été mis en culture dans du milieu 

Luria-Bertani (LB) supplémenté en kanamycine ou ampicilline afin d’extraire et de purifier 

les plasmides d’intérêt. Les mutations sont systématiquement vérifiées par séquençage. 
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IV. EXPRESSION HETEROLOGUE DE LA β4GalT7 RECOMBINANTE HUMAINE   

1. Expression de la β4GalT7 dans des cellules eucaryotes  

Pour exprimer la β4GalT7 dans des cellules eucaryotes, les cellules HeLa ou les cellules 

CHO-pgsB618 ont été transfectées avec le plasmide pcDNA-β4GalT7 codant la protéine 

sauvage ou mutée. Les cellules ont été maintenues en culture monocouche à 37°C et à 5% de 

CO2 dans du milieu DMEM pour les HeLa et F12/DMEM (1:1) pour les CHO-pgsB618, 

contenant chacun 10% (v/v) de sérum de veau fœtal (SVF, GIBCO-Invitrogen), 1 mM de L-

Glutamine et pénicilline (100 U/ml)/streptomycine (100 mg/ml).  

1.1. Transfection transitoire des cellules eucaryotes (HeLa et CHO-pgsB618) avec la 

β4GalT7  

Les cellules sont ensemencées la veille de la transfection dans des plaques de culture de 6 

puits afin d’obtenir une confluence de 70%. Elles sont ensuite transfectées transitoirement 

avec le plasmide pcDNA-β4GalT7 sauvage ou muté au moyen d’un agent de transfection à 

base de polyéthylénimine (PEI), commercialisé sous le nom d’ExGen 500 (Euromedex, 

Souffelweyersheim, France). Un mélange de 2 µg d’ADN et de 15 µl d’ExGen 500 dilués 

dans une solution de NaCl (0.9%) est ajouté à chaque puit, selon les recommandations du 

fournisseur. Les cellules sont collectées 48 h après transfection, puis centrifugées dans le 

tampon PBS (Phosphate Buffered Saline pH 7.8). Les culots cellulaires sont repris dans du 

tampon 5 mM HEPES, 0.25 M saccharose (pH 7.4) puis soniqués pendant 10 secondes sur la 

glace (2 x 5 secondes avec un intervalle de 10 secondes). Les homogénats cellulaires obtenus 

sont utilisés pour la réalisation des tests d’activité enzymatique et pour l’analyse de 

l’expression de la protéine par immunoblot. 

2. Expression stable de la décorine dans des cellules CHO-pgsB618  

Le vecteur pcDNA-décorine a été transfecté, comme décrit précédemment, dans des cellules 

CHO-pgsB618. La G418 ou généticine (4 g/l) a été utilisée pour sélectionner les cellules qui 

ont intégré le gène d’intérêt dans leur génome. Les colonies résistantes ont été ensuite isolées 

et mises en culture. La décorine recombinante excrétée dans le milieu a été purifiée par 

chromatographie d’affinité sur des billes magnétiques de nickel. L’expression de la protéine 

est analysée par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)  

et immunoblot. 
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a. Purification de la décorine par chromatographie d’affinité (Immobilized Metal Affinity 

Chromatography, IMAC) 

Principe : La technique que nous avons utilisée pour purifier la décorine recombinante 

présente dans le milieu de culture est une chromatographie d’affinité de type IMAC. Elle 

nécessite l’immobilisation d’un atome de nickel sur une résine, ce métal va établir des liens de 

coordination avec les chaînes latérales des résidus His (Tag-His) présents sur la décorine. 

Protocole de purification : La décorine  recombinante humaine exprimée de façon stable dans 

les cellules CHO-pgsB618, été donc purifiée, à partir du milieu de culture, par le kit 

« MagneHis Protein Purification System » selon les recommandations du fournisseur. La 

décorine purifiée a été analysée par SDS-PAGE puis immunodétection (comme décrit ci-

dessous), en utilisant un anticorps polyclonal anti-décorine, et un anticorps secondaire anti-

IgG de chèvre. 

1.3 Analyse de l’expression protéique par immunoblot   

Séparation des protéines par électrophorèse : L’expression de la protéine recombinante a été 

analysée par SDS-PAGE en conditions dénaturantes. Les échantillons ont été dilués (v/v) dans 

le tampon de Laemmli (1970) composé de 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% (p/v) SDS, 20% 

(v/v) glycérol, 10% (p/v) β-mercaptoéthanol, 0.004% (p/v) de bromophénol, et la dénaturation 

des protéines est complétée par ébullition pendant 5 min avant dépôt sur gel. 

La séparation des protéines se fait parallèlement à un marqueur de masse moléculaire (10-250 

kDa, Bio-Rad), dans un gel de migration 10% (p/v) acrylamide-bis acrylamide (pH 8.8). 

La migration est effectuée dans une mini-cuve (Novex, Paris, France) contenant un tampon de 

migration constitué de 200 mM de glycine, 25 mM de Tris-base et de 10 g de SDS, à 

ampérage constant de 20 à 30 mA (4 mA/cm2 gel).  

Transfert des protéines sur membrane de polyvinylidène difluorure (PVDF) et 

immunodétection : Après migration, les protéines sont transférées sur une membrane de 

PVDF en milieu semi-sec, dans un appareil d’électrotransfert Trans-Blot (Bio-Rad), sous un 

voltage constant de 12 mV pour un gel (2 mV/cm2 gel). Après le transfert, la membrane est 

saturée pendant 1 h sous agitation dans une solution d’albumine sérique de bovin (ASB) à 3% 

(p/v) préparée dans le tampon TBST (Tris Buffer Saline Tween, 150 mM Tris-HCl (pH 8.5), 

10 mM NaCl, 0.5% (v/v) Tween 20, 0.02% (p/v) azide de sodium), puis la membrane est 

hybridée avec un premier anticorps pendant toute la nuit avant d’être lavée et hybridée avec 
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un anticorps secondaire, anti-IgG couplé à la phosphatase alcaline (Sigma). La protéine 

recombinante est révélée par l’ajout de BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate/nitro blue tetrazolium). 

 

 
 

Figure 34. Schéma du protocole de purification de la décorine par le kit MagneHis 

Protein Purification System de Promega. 
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2. Expression de la β4GalT7 sous forme soluble dans les bactéries BL21  

Les cellules BL21 (DE3) transformées par choc thermique avec le plasmide pET-β4GalT7 

sauvage ou muté sont mises en culture dans du milieu LB supplémenté de 100 µg/ml de 

kanamycine à 37°C sous agitation (160 rpm) pendant 12 h. La préculture est inoculée à 

1/100ème dans 200 ml de milieu LB-kanamycine puis incubée à 37°C sous agitation (160 rpm) 

jusqu’à atteindre une densité optique (DO) à 600 nm comprise entre 0.6 et 0.8 unités. 

L’expression de la protéine est alors induite par l’ajout de 1 mM d’IPTG et les cellules sont 

laissées sous agitation (160 rpm) 1é h à 20°C. Les bactéries sont centrifugées à 5000 x g 

pendant 15 min puis elles  sont lavées deux fois à  4°C avec le tampon de lyse (50 mM de 

phosphate de sodium (pH 7.4), 1 mM phénylméthylsulfonyfluoride (PMSF), 1 mM d’acide 

éthylène diamine tétra acétique (EDTA), 5% (v/v) glycérol. Les culots de bactéries obtenus 

sont repris dans le tampon de lyse supplémenté d’un cocktail complet d’inhibiteur de 

protéases sans EDTA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) et lysés par 

sonication (4 min de sonication à 4°C par pulses de 30 secondes espacées de 30 secondes). Le 

lysat de bactéries est centrifugé à 4°C pendant 5 min à 3000 x g pour éliminer les débris 

cellulaires puis à 12000 x g pendant 15 min à 4°C afin de séparer les protéines solubles du 

matériel insoluble. Le surnageant contenant les protéines solubles a ensuite été utilisé pour 

purifier la β4GalT7. 

2.1. Purification de la protéine par chromatographie d’affinité  

Principe : La 4GalT7 recombinante humaine a été exprimée dans les bactéries BL21 en 

fusion avec la GST ce qui nous a permis de purifier la protéine GST-β4GalT7 par 

chromatographie d’affinité sur une colonne contenant une résine de type Sepharose 4B 

glutathion sur laquelle se fixe spécifiquement la GST. 

Protocole de purification : Les protéines solubles sont chargées sur la colonne préalablement 

équilibrée avec le tampon PBS 1x, et les protéines non fixées sur le glutathion ont été 

éliminées par trois lavages équivalents à dix fois le volume de la matrice. La protéine GST-

β4GalT7 sauvage ou mutée a été éluée dans le tampon d’élution (50 mM Tris-HCl pH 8, 10 

mM glutathion réduit) et les fractions protéiques obtenues ont été analysées par SDS-PAGE 

puis coloration du gel au bleu de Coomassie. Les fractions contenant la β4GalT7 sont ensuite 

regroupées, puis concentrées par Spectra/Gel ® Absorbent (Spectrum Labs). La protéine 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&sl=en&u=http://www.spectrapor.com/generic/tms.html%3FLiFrom%3D%252Fdialysis%252FAbsorbant.html%3BFrName%3DSpectra%252FGel%2BAbsorbent%3Brtm%3DSpectra%252FGel%3B&prev=/search%3Fq%3Dspectra%2Bgel%2Babsorbant%26hl%3Dfr%26client%3Dfirefox-a%26channel%3Ds%26rls%3Dorg.mozilla:fr:official%26hs%3DK9N%26sa%3DX&rurl=translate.google.fr&usg=ALkJrhiMWMtCdhjOd0v8VCJj4gD66fkESQ#SPECTRAGEL
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purifiée ainsi obtenue a été alors aliquotée et conservée à -80°C pour une utilisation 

ultérieure. 

3. Dosage de protéines  

Le dosage de protéines totales dans les homogénats de cellules eucaryotes a été réalisé par 

dosage colorimétrique selon la méthode de Bradford (1976).  

Pour les protéines exprimées dans les bactéries, la concentration en protéines totales a été 

déterminée par le kit de dosage de protéines Qubit (Invitrogen), et par la puce à protéine 

Agilent (Agilent 2100 bioanalyser, Protein 230 kit Agilent Technologies) pour les protéines 

purifiées, selon les recommandations des fournisseurs. Cette technique permet de déterminer 

le degré de pureté de la protéine purifiée et sa concentration. 

4. Mesure de l’activité enzymatique  

Nous avons utilisé deux méthodes pour déterminer l’activité enzymatique GalT de la protéine 

recombinant humaine. La chromatographie liquide haute performance en phase inverse 

(CLHP) a été utilisée pour mesurer l’activité de l’enzyme sauvage ou mutée, exprimée dans 

des cellules eucaryotes ou dans des bactéries, en présence d’UDP-Gal comme substrat 

donneur et de 4-MOX comme substrat accepteur. Les constantes cinétiques apparentes et 

réelles ont été déterminées au moyen de la même technique. La chromatographie sur couche 

mince (CCM) a été utilisée pour l’étude de la spécificité de l’enzyme vis-à-vis des différents 

substrats donneurs et des différents substrats accepteurs.  

4.1. Mesure de l’activité enzymatique par CLHP en phase inverse 

La réaction enzymatique a été réalisée dans un volume de 50 µl en présence de 40 µg 

d’homogénat cellulaire (protéines exprimées dans les cellules HeLa), 1 mM d’UDP-Gal, 0.05 

Ci UDPU14C-Gal, 5 mM de 4-MOX, 100 mM de cacodylate de sodium (pH 7.0) contenant 

10 mM d’ions Mn2+.  Le mélange a été incubé 60 min à 37°C, et la réaction a été arrêtée par 

l’ajout de 5 µl d’une solution de HCl 6 N. Les essais enzymatiques sont centrifugés à  10,000 

g pendant 10 min à 4°C et les surnageants sont analysés par CLHP en phase inverse grâce à 

une colonne C18 (4.6 × 150 mm, 4 µm, Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) et en 

utilisant une chaîne de CLHP Waters équipée d’un radiodétecteur Berthold HPLC. La phase 

mobile qui nous a permis de séparer le produit de la réaction est composée de 14% (v/v) 
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d’acétonitrile (ACN), 0.02% (v/v) de l’acide trifluoroacétique (TFA) et 86% (v/v) d’eau 

distillée. L’activité enzymatique a été déterminée par la mesure de la radioactivité associée au 

produit de la réaction par comptage simultané en scintillation liquide (Ultima-Flo, Perkin 

Elmer). 

L’activité des enzymes purifiées est évaluée comme décrit précédemment, mais en présence 

de 200 ng de protéine purifiée et une incubation de 30 min à 37°C. L’activité enzymatique est 

déterminée de la même façon par CLHP. 

4.2. Mesure de l’activité enzymatique par CCM selon la méthode de Bansal et Gessner 

(1980)  

Afin d’étudier la spécificité de l’enzyme vis-à-vis de ses deux substrats, nous avons incubé la 

protéine recombinante à 37°C pendant 60 min dans un volume réactionnel final de 40 µl, en 

présence de 5 mM de substrat accepteur 4-MOX, 0.04 mM de substrat donneur UDP-Gal, 0.1 

µCi UDPU14C-Gal, 10 mM MnCl2, 100 mM de tampon cacodylate de sodium. La réaction 

est arrêtée par l’ajout de 40 µl d’éthanol absolu et le surnageant obtenu après 10 min de 

centrifugation à 10.000 x g  a été déposé sur des plaques de gel de silice. Les produits de la 

réaction enzymatique ont été séparés par la migration par capillarité dans une cuve fermée 

contenant une phase mobile constituée de n-butanol, acétone, acide acétique, ammoniaque,  et 

d’eau, 35/25/8/1/30 (v/v). En fin de la migration, les plaques sont séchées avant d'être mises 

au contact du film dans une cassette d’exposition et gardées à -80°C, 3 jours environ. 

Finalement, les films sont développés et les plaques de silices sont grattées, afin de réaliser un 

comptage dans le liquide scintillant Ultima-Gold et de déterminer la radioactivité associée au 

produit de la réaction.  

Nous avons testé les substrats donneurs de type UDP-glycose : UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-

GalNAc, UDP-GlcNAc, UDP-GlcA et UDP-Xyl; et différents substrats accepteurs de type : 

4-MO-Xyl (4-MOX), 4-MO-Gal, 4-MO-Glc, 4-MO-GalNAc, 4-MO-GlcNAc, 4-NP-Xyl, 

MN-Xyl et MN-Xyl-2P. 

5. Détermination des constantes cinétiques Vmax, Km et kcat  

Comme nous l’avons précisé auparavant, la β4GalT7 est une enzyme à deux substrats; Un 

substrat donneur, l’UDP-Gal, et un substrat accepteur, le 4MOX. Dans le but de déterminer 

les paramètres enzymatiques de la protéine vis-à-vis des deux substrats, la cinétique 

enzymatique a été réalisée dans les conditions standards (comme décrit précédemment) en 
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fixant la concentration de l’un des substrats et en faisant varier celle de l’autre. Ainsi pour 

déterminer les constantes cinétiques de l’enzyme vis-à-vis du substrat accepteur, la 

concentration du substrat donneur a été fixée à 1 mM et celle du substrat accepteur a été 

variée de 0 mM-10 mM. De la même façon, les constantes cinétiques de l’enzyme vis-à-vis du 

substrat donneur ont été déterminées à une concentration fixe de  4-MOX  de 5 mM à une 

concentration croissante d’UDP-Gal (0 mM-10 mM).  

6. Exploitation des données 

Nous avons utilisé le logiciel de régression non linéaire Sigma Plot 9.0 (Erkraft, Allemagne) 

pour calculer les constantes enzymatiques Vmax  Km et Kcat selon l’équation de Michaelis-

Menten :   

v = (Vmax x [S]) / (Km + [S]) 

Où       

v La vitesse initiale de la réaction 

Km La constante de Michaelis-Menten 

S La concentration en substrat 

Vmax La vitesse maximale de la réaction enzymatique 

La constante catalytique (Kcat) de l’enzyme purifiée a été calculée selon l’équation : 

Kcat = Vmax/[P] 

Où [P]  correspond à la concentration en protéines.  

Pour déterminer la masse molaire de la protéine en g/mol nous avons utilisé le serveur 

ExPASy Proteomics Server, Suisse Institute of Bioinformatics. 

Nous avons également utilisé l’équation ci-dessous correspond à un mécanisme de réaction de 

type séquentiel afin de déterminer les constantes cinétiques réelles: 

  
           

                         
 

Où:  

v La vitesse initiale de la réaction 

Vmax La vitesse maximale de la réaction enzymatique 

Ka Km du substrat A 
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Kb Km du substrat B 

Kia La constante d’inhibition du substrat A 

Kib La constante d’inhibition du substrat B 

Dans cette équation [A] et [B] correspondent respectivement aux concentrations des substrats 

donneur et accepteur de la β4GalT7. 

Pour l’ensemble des expérimentations, chaque valeur correspond à la moyenne ± SD d’au 

moins trois expériences indépendantes réalisées en triple. L’étude statistique a été réalisée par 

le logiciel GraphPad Prism 5 en appliquant le test d’ANOVA avec la correction de 

Bonferonni. 

V. EXTRACTION ET ANALYSE DES GAGs PAR INCORPORATION DU [35S]SO4  

1. Analyse du taux de biosynthèse des GAGs endogènes 

Les cellules CHO-pgsB618 préalablement et indépendamment transfectées avec le plasmide 

vide (contrôle négatif) et le plasmide portant le gène codant la protéine sauvage ou mutée ont 

été incubées pendant 8 h dans le milieu Fischer supplémenté avec 10 µCi/ml de [35S]Na2SO4 

(Perkin-Elmer Life Sciences) 48 h après transfection. Les PGs ont été extraits et purifiés à 

partir du milieu selon le protocole adapté de Ha et al. (2005). La protéine "core" des PGs a été 

digérée pendant 3 h à 60°C par l’enzyme papaïne fraîchement préparée dans un tampon qui 

contient 20 mM Na2HPO4, 1 mM EDTA et 5 mM L-Cys (pH 6.8). La digestion a été arrêtée 

par ébullition pendant 10 min, et la protéine a été précipitée par centrifugation à 8,000 x g 

pendant 15 min. Trois volumes d’acétate de potassium 5% (p/v) préparé dans l’éthanol absolu 

ont été ajoutés à un volume de surnageant afin de permettre la précipitation des GAGs toute la 

nuit à 4°C. Le précipité a été collecté par centrifugation pendant 30 min à 8,000 x g, puis 

resuspendu dans 500 µl de NaCl 0.2 M et centrifugé de nouveau pendant 30 min à 8,000 x g. 

Les GAGs se trouvent alors en suspension dans le surnageant; ils ont été précipités à 37°C 

pendant deux à trois heures en présence de 100 µg de CS de requin et de 100 µl de chlorure 

de cétylpyridinium 5% (CPC), puis collectés par centrifugation à 8,000 x g pendant 30 min. 

Le surnageant a été ensuite repris dans 1 volume de NaCl 2.5 M et 5 volumes d’éthanol 

absolu et centrifugé pendant 30 min à 8000 x g. Le culot de GAGs purifiés obtenu a enfin été 

resuspendu dans le tampon Tris-HCl 0.2 M (pH 8.0) et la radioactivité associée à cet extrait a 
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été déterminée par comptage dans 4.5 ml du cocktail de scintillation Ultima-Gold (Perkin 

Elmer). 

2. Analyse des chaînes de GAGs synthétisées sur la protéine "core" de la décorine par 

SDS-PAGE et autoradiographie 

Les cellules CHO-pgsB618 qui expriment la décorine recombinante humaine de façon stable 

ont été transfectées transitoirement et séparément avec le plasmide pcDNA qui porte le gène 

codant pour la β4GalT7 humaine sauvage ou mutée ou avec le plasmide vide. 48 heures après 

transfection, les cellules ont été radiomarquées au [35S]Na2SO4 pendant 12 h comme décrit 

précédemment. L’analyse des chaînes de GAGs néosynthétisées sur la protéine "core" de la 

décorine purifiée, à partir du milieu, par chromatographie d’affinité en utilisant des billes 

magnétiques de nickel, comme décrit précédemment. 

Les PGs radiomarqués purifiés ont été séparés par SDS-PAGE sur gel à gradient de 

polyacrylamide 4-12% (des gels Criterion précoulés, BioRad) parallèlement à un marqueur de 

masse moléculaire radioactif  « RainbowTM[14C] methylated protein molecular weight ». Les 

échantillons sont portés à ébullition pendant 5 min, en présence d’un agent réducteur, avant 

d’être déposés sur gel. Après électrophorèse, le gel a été fixé dans un mélange composé d’eau 

distillée, de méthanol et d’acide acétique: 5/1/1 (v/v), puis incubé à température ambiante, 

dans une solution amplificatrice du signal radioactif (Amplify Reagent, Amersham 

Biosciences), avant d’être séché et exposé sur film photographique (Amersham 

HyperfilmTMMP, GE Healthcare). Après une semaine d’exposition à -20°C à l’abri de la 

lumière, le film est développé par autoradiographie puis scanné.  

3. Analyse de l’initiation de la biosynthèse des chaînes de GAGs sur les xylosides 

exogènes par SDS-PAGE 

Les cellules CHO-pgsB618 transfcetées avec la β4GalT7 sauvage ou mutée ou avec le 

plasmide vide ont été incubées pendant 12 h dans le milieu Fischer contenant 10 µCi/ml de 

[35S]Na2SO4 en présence ou en absence de 4-MOX (5 µM). Le milieu collecté a été déposé 

sur une colonne de Sephadex G-50 afin d’éliminer la radioactivité non incorporée, puis les 

PGs ont été élués dans deux fractions de 1.5 ml d’eau ultra pure. Les échantillons sont 

concentrés au Speed Vac (Avantec), puis portés à ébullition pendant 5 min en présence d’un 

agent réducteur, avant d’être déposés sur gel à gradient 4-12% Bis-Tris. La séparation des 

GAGs se fait parallèlement au marqueur de masse moléculaire. Le gel ainsi obtenu a été fixé, 
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séché, exposé au film photographique et développé par autoradiographie, comme décrit 

précédemment. 

4. Marquage des cellules CHO-pgsB618 par immunofluorescence indirecte  

4.1. Analyse de l’expression des chaînes d’HS au niveau de la membrane cellulaire  

Les cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le plasmide vide, la β4GalT7 sauvage ou mutée 

ont été lavées trois fois avec le tampon PBS 1x puis fixées dans une solution de 

paraformaldéhyde/PBS 3% (v/v) pendant 20 min à température ambiante. Les cellules sont à 

nouveau lavées avec le tampon PBS, avant d’être incubées en présence de sérum de 

chèvre/PBS 10% (v/v) pendant 30 min, puis en présence de l’anticorps primaire anti-HS 

(dilution 1:50) exprimé dans la souris et dirigé contre les HS humaines (épitope 10E4) 

(Seikagaku Corp., Tokyo, Japan). Après trois lavages dans le PBS, les cellules sont incubées 

avec l’anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé à l’AlexaFluor 488 caractérisé par un 

spectre d’émission vert. Après une dernière série de lavage avec le PBS, nous avons réalisé un 

marquage des noyaux cellulaires, au moyen d’une solution de Hoechst. Enfin nous avons 

réalisé le montage des cellules ainsi obtenues, entre lame et lamelle en utilisant le Moviol. 

Après séchage à 4°C à l’abri de la lumière, nous avons pu observer et analyser les 

préparations au microscope à fluorescence (Leica Microsystems, Leica DFC420 C). 

4.2. Analyse de l’expression et de la localisation cellulaire de la β4GalT7 par 

immunofluorescence indirecte 

Afin d’analyser simultanément l’expression de la β4GalT7 recombinante dans les cellules 

CHO-pgsB618 transfectées avec l’enzyme sauvage, mutée ou avec le plasmide vide, nous 

avons procédé également à un marquage en immunofluorescence indirecte. Les cellules sont 

perméabilisées avec le Triton-X100, après fixation par le paraformaldéhyde comme décrit 

précédemment. Nous avons utilisé un anticorps monoclonal primaire anti-Myc qui se fixe 

spécifiquement le Tag Myc de la β4GalT7 recombinante. Ensuite les cellules ont été incubées 

avec l’anticorps secondaire anti-IgG de souris, conjugué au fluorochrome AlexaFluor 594 

selon le protocole expérimental décrit ci-dessus. 
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Caractérisation structurale et fonctionnelle de la 4GalT7 

humaine et exploration du site actif de l’enzyme  

Mon sujet de thèse a porté sur la caractérisation des enzymes impliquées dans l’initiation de la 

synthèse et la modification des chaînes de GAGs. Le principal axe de cette étude a consisté à 

déterminer l’organisation structurale et fonctionnelle de la β4GalT7 humaine afin d’identifier 

les résidus d’acides aminés qui jouent un rôle clé dans la reconnaissance des substrats et/ou la 

catalyse enzymatique. Pour atteindre ces objectifs, nous avons systématiquement réalisé des 

mutations conservatives et non conservatives des acides aminés situés dans des domaines 

hautement conservés au sein de la famille des β4GalTs et qui ont été identifiés comme 

potentiellement impliqués dans l’organisation du site actif et/ou la catalyse enzymatique. 

L’effet de chaque mutation sur l’activité GalT et les propriétés cinétiques de l’enzyme a été 

étudié in vitro. Nous avons également analysé la spécificité de la β4GalT7 sauvage et mutée 

vis-à-vis de différents substrats donneurs et accepteurs. Afin de compléter cette étude, j’ai 

analysé, ex vivo, les conséquences des mêmes mutations sur l’initiation de la synthèse des 

GAGs à partir d’un substrat xylosidique exogène et de la protéine "core" de la décorine 

humaine recombinante, comme substrat accepteur endogène. 

Cette étude a fait l’objet d’une publication (Publication n°1). 

IDENTIFICATION OF KEY FUNCTIONAL RESIDUES IN THE ACTIVE SITE OF 

HUMAN β1,4-GALACTOSYLTRANSFERASE 7: A MAJOR ENZYME IN THE 

GLYCOSAMINOGLYCAN SYNTHESIS PATHWAY 

Ibtissam Talhaoui, Catherine Bui, Rafael Oriol, Guillermo Mulliert, Sandrine Gulberti, 

Patrick Netter, Michael W.H. Cougthrie, Mohamed Ouzzine and Sylvie Fournel-Gigleux. 

J. Biol. Chem. (2010) 285 (sous presse) 

I. ANALYSE PHYLOGENETIQUE DE LA FAMILLE DES β4GalT7s  

La β4GalT7 appartient à la famille des β4GalTs qui contient six autres membres. 

L’exploration des bases des données par BLAST a permis d’établir un arbre phylogénétique 

qui montre la présence d’une relation évolutive entre les membres de la famille des β4GalTs 

humaines et entre les β4GalT7s de 47 autres espèces différentes et la β4GalT7 humaine 

(Publication n°1, Figure 1). L’alignement de séquences des différentes protéines β4GalT7s 
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identifiées par l’étude phylogénétique, met en évidence la présence de 8 domaines peptidiques 

fortement  conservés entre les espèces et montre plus particulièrement deux motifs, les motifs 

3 et 5 qui sont conservés au sein de toutes les β4GalTs (Publication n°1, Figures 1 et 2).  

De façon complémentaire, nous avons développé un modèle moléculaire de la β4GalT7 basé 

sur la structure 3D de la β4GalT1 bovine (code PDB 1O0R) et suite à l’élucidation de la 

structure 3D de la β4GalT7 de drosophile (code PDB 3LW6), un 2ème modèle moléculaire de 

l’enzyme humaine basé sur cette dernière a été proposé (Publication n°1, Figure 3). Cette 

approche a permis la prédiction d’acides aminés potentiellement impliqués dans la 

reconnaissance des substrats et/ou la catalyse enzymatique. L’ensemble de ces stratégies 

suggère notamment un rôle potentiel des résidus d’acides aminés des motifs 3 et 5 dans 

l’organisation du site de fixation de l’UDP-Gal, substrat donneur commun à l’ensemble des 

membres de cette famille.  

II. EXPLORATION DU ROLE DES ACIDES AMINES DES MOTIFS 163DVD165 

ET 221FWGWGREDDE230 PAR MUTAGENESE DIRIGEE 

II.1. Activité galactosyltransférase in vitro de la β4GalT7 recombinante humaine et 

propriétés cinétiques de l’enzyme sauvage et des mutants 

Dans un premier temps, nous avons procédé à la mutagenèse dirigée systématique par PCR 

des acides aminés des deux motifs sélectionnés (3 et 5), dans l’objectif de déterminer le rôle 

de chaque résidu. La protéine sauvage et les mutants ont été surexprimés dans un système 

d’expression hétérologue basé sur la transfection de cellules eucaryotes HeLa en culture. 

Ainsi, j’ai pu produire des protéines recombinantes humaines à des taux équivalents 

(Publication n°1, Figure 4A) et comparer l’activité de l’enzyme sauvage et des mutants. 

Au sein du domaine 3, nous avons exploré le rôle des résidus aminés du motif 163DVD165. 

Pour ce faire, j’ai réalisé des substitutions conservatives et non conservatives des Asp163 

(D163) et Asp165 (D165) qui ont été remplacés par un résidu Glu (E) ou Ala (A). La mesure 

de l’activité enzymatique montre que toute mutation de l’acide aminé en position 163 abolit 

complètement l’activité GalT de la β4GalT7 recombinante humaine (Publication n°1, Figure 

4B). La mutation de l’Asp165 en Ala produit le même effet, tandis que la substitution D165E 

restaure partiellement l’activité enzymatique par comparaison au mutant D165A, avec une 

activité qui est de l’ordre de 47% par rapport à la protéine sauvage. Enfin, le remplacement de 

la Val en position 164 par une Ala n’affecte pas l’activité de la β4GalT7 humaine (Publication 

n°1, Figure 4B). A l’issue de ces résultats, nous avons déterminé les constantes cinétiques 
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apparentes de la protéine sauvage et des mutants actifs, en présence d’UDP-Gal comme 

substrat donneur et du 4-MOX comme substrat accepteur. Le mutant V163A présente des 

constantes cinétiques apparentes comparables à celles de l’enzyme sauvage pour les deux 

substrats, tandis que le mutant D165E montre une forte augmentation des deux Km, suggérant 

une diminution de l’affinité de cette enzyme pour l’UDP-Gal et le 4-MOX, (Publication n°1, 

Tableau 1). Ce résultat est en accord avec le rôle du motif DVD (région 3) prédit par la 

structure 3D des β4GalTs (-T1 bovine et -T7 de drosophile) et par les deux modèles 

moléculaires de la β4GalT7 humaine. Ainsi, ces derniers suggèrent que l’Asp163 formerait 

une liaison hydrogène avec l’oxygène en position 3 du Gal et l’Asp165 formerait une liaison 

de coordination, par son groupement carboxylique, avec les cations divalents Mn2+. De plus, il 

est suggéré qu’à l’inverse des acides aminés Asp163 et Asp165, la Val164 n’entre pas en 

interaction directe ou indirecte avec le substrat donneur (Publication n°1, Figure 3A).  

En second lieu, nous avons exploré par la même approche, le rôle fonctionnel des acides 

aminés situés dans le domaine 5. J’ai réalisé une série de mutations du motif 
221FWGWGREDDE230. J’ai également initié l’étude du motif 257HXH259 (région 6), dont 

l’importance fonctionnelle a été suggérée sur la base de la structure 3D de la β4GalT7 de 

drosophile. La substitution du résidu Phe221 (F221) par un résidu Ala n’affecte pas l’activité 

enzymatique du mutant (Publication n°1, Figure 4C). L’analyse de l’effet de cette mutation 

sur les paramètres enzymatiques montre une augmentation du Km de la protéine vis-à-vis du 

substrat accepteur 4-MOX, ce qui suggère un rôle potentiel du résidu Phe221 dans la 

reconnaissance du substrat accepteur et/ou l’organisation du site de fixation de ce substrat. 

D’un autre côté, la substitution conservative de l’acide aminé Phe221 par un résidu Tyr (Y) ne 

change ni l’activité de l’enzyme ni les constantes cinétiques vis-à-vis des deux substrats. Ces 

constatations permettent de conclure qu’une Tyr en position 221 peut remplacer la chaîne 

latérale de la Phe (Publication n°1, Figure 4C). Le remplacement du résidu Trp222 par une 

Ala provoque une très forte diminution de l’activité enzymatique, en revanche, sa substitution 

par une Phe produit un mutant présentant une activité comparable à celle de la β4GalT7 

humaine sauvage. De plus, cette mutation ne modifie pas les constantes cinétiques de manière 

significative. Ce résultat est en accord avec le modèle moléculaire qui a prédit que le résidu 

Trp222 est situé loin du centre catalytique de la protéine. La substitution des Gly (G) 223 et 

225 par une Ala provoque, respectivement, une diminution et une absence totale de l’activité 

GalT in vitro. Le résidu Trp224 a attiré une attention particulière. En effet, la structure 3D de 

la β4GalT1 bovine, de la β4GalT7 de la drosophile,et le modèle moléculaire de la structure de 
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la β4GalT7 humaine indiquent une position clé de cet acide aminé dans le site actif de 

l’enzyme. Effectivement, il est proposé que le Trp224 interagirait avec le groupement β-

phosphate du substrat donneur (Publication n°1, Figure 3B).  

Mes résultats montrent que le mutant W224A exprimé dans les cellules HeLa ne présente pas 

d’activité GalT vis-à-vis de la 4-MOX in vitro. La mutation de ce résidu en Phe ou en His 

permet une restauration modérée de l’activité enzymatique de l’ordre de 9% et 33%, 

respectivement. L’analyse des constantes cinétiques apparentes du mutant W224H indique 

des modifications importantes par rapport à la protéine sauvage. En effet, on constate une 

diminution d’un facteur de 10 du Km vis-à-vis de l’UDP-Gal, suggérant une augmentation 

importante de l’affinité de l’enzyme pour son substrat donneur (UDP-Gal). Cela est 

accompagné d’une augmentation du Km de ce mutant vis-à-vis du substrat accepteur (4-

MOX). Ce résultat confirme l’importance fonctionnelle du résidu Trp224 et son implication 

potentielle à la fois dans l’interaction avec les substrats donneur et accepteur. 

J’ai poursuivi cette étude par l’exploration de la deuxième partie du motif 
221FWGWGREDDE230, qui est une région constituée exclusivement d’acides aminés acides. 

Ce type de résidu aminé (Asp ou Glu) est souvent impliqué dans la catalyse enzymatique des 

GTs. Nous avons observé que le remplacement du Glu227 et de l’Asp228 de la 4GalT7 

recombinante humaine par une Ala provoque une abolition totale de l’activité enzymatique in 

vitro, tandis que les mutants E227D et D228E présentent une activité détectable, bien 

qu’inférieure à celle de l’enzyme sauvage. D’un autre côté, la détermination des valeurs de Km 

pour ces mutants montre un changement significatif concernant uniquement le mutant D228E 

avec une augmentation du Km vis-à-vis du substrat accepteur. Cette diminution de l’affinité du 

mutant D228E envers le 4-MOX pourrait s’expliquer par l’encombrement stérique occasionné 

par la substitution du résidu Asp228 par un Glu, dont la chaîne latérale est plus longue. Les 

structures cristallographiques de la β4GalT1 bovine et de la β4GalT7 de drosophile proposent 

un rôle catalytique potentiel des acides aminés équivalents aux résidus 227 et/ou 228. La 

mutation conservative et non conservative du résidu Asp229 produit des enzymes 

complètement inactives, démontrant ainsi le rôle crucial de cet acide aminé. En revanche, la 

mutation du Glu230 en Ala ne semble affecter ni l’activité enzymatique ni les propriétés 

catalytiques de l’enzyme.  

Afin de mieux comprendre le rôle moléculaire des résidus Trp224, Glu227 et Asp228 qui 

semblent présenter une importance fonctionnelle significative, j’ai développé un système 

d’expression hétérologue de la β4GalT7 dans la bactérie E. coli. L’enzyme délétée des 60 
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acides aminés N-terminaux a été exprimée en fusion avec la GST. L’optimisation des 

conditions de culture des bactéries BL21 et de la lyse cellulaire nous a permis de produire des 

quantités importantes de la β4GalT7 sous forme soluble, en fusion avec la GST. J’ai mis au 

point un protocole de purification basé sur l’utilisation de l’affinité de la protéine de fusion 

GST pour le glutathion permettant de disposer de quantités d’enzyme compatibles avec les 

études cinétiques. 

 Afin de confirmer l’effet, caractérisé in vitro, des mutations de la β4GalT7 sur les constantes 

cinétiques de l’enzyme, j’ai entrepris des purifications de la protéine sauvage et portant une 

mutation au niveau du Trp224, du Glu227 et de l’Asp228. Ainsi, j’ai produit et purifié des 

protéines recombinantes solubles, GST-W224A, GST-W224F, GST-W224H, GST-E227A, 

GST-E227D, GST-D228A, GST-D228E et la β4GalT7 sauvage exprimée en fusion avec la 

GST. 

Cette approche nous a permis d’obtenir le matériel protéique indispensable à la réalisation de 

cette partie du projet dédiée à des études cinétiques approfondies. Les quantités de protéines 

et les activités enzymatiques évaluées à chaque étape de la procédure de purification des 

protéines recombinantes mutées ou sauvage sont résumées sous forme de tableau (Tableau 7).  

De plus, nous avons pu envisager la réalisation d’études physicochimiques de la β4GalT7 

sauvage et des enzymes portant une mutation au niveau des acides aminés identifiés comme 

potentiellement impliqués dans l’interaction avec les substrats ou dans la catalyse 

enzymatique. En effet, nous avons initié un projet de caractérisation structurale et 

fonctionnelle de la β4GalT7 plus approfondie, basé principalement sur l’utilisation de la 

technique de résonance plasmonique de surface sur Biacore. Enfin, nous avons lancé des 

premières tentatives de cristallisation de la β4GalT7 humaine en vue de l’élucidation de sa 

structure 3D en collaboration avec nos collègues grenoblois.  
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 Type de 

protéines 

Protéines totales 

(mg) 

Activité 

enzymatique 

totale 

(nmole/min) 

Activité 

enzymatique 

spécifique 

(nmole/min/mg) 

Facteur de 

purification 

Rendement % 

GST-β4GalT7 

Lysat de bactéries 

Protéines solubles 

Protéine purifiée 

117.12 

3.71 

0.48 

18774.0 

1454.70 

822.70 

160.30 

392.40 

1720.0 

1 

2.5 

10.4 

100 

7.75 

4.40 

GST-W224H 

Lysat de bactéries 

Protéines solubles 

Protéine purifiée 

118.45 

3.50 

0.5395 

267.70 

64.75 

66.70 

2.26 

18.50 

123.64 

1 

8.2 

54.7 

100 

24.19 

24.90 

GST-E227D 

Lysat de bactéries 

Protéines solubles 

Protéine purifiée 

132.21 

4.51 

0.6642 

1072.20 

102.74 

57.97 

8.11 

22.78 

87.28 

1 

2.8 

10.8 

100 

9.58 

5.40 

GST-D228E 

Lysat de bactéries 

Protéines solubles 

Protéine purifiée 

108.40 

3.20 

0.5787 

581.40 

46.51 

23.26 

8.50 

25.50 

57.33 

1 

3 

6.7 

100 

8 

4 

 

Tableau 7 : Tableau de purification de la β4GalT7 recombinante humaine exprimée dans des cellules E. coli.  
Les protéines sont purifiées à partir d’une culture bactérienne de 200 ml, comme indiqué dans la section "matériels et méthodes". Les mutants GST-W224A, 
GST-W224F, GST-E227A et GST-D228A étant inactifs, nous n’avons pas pu déterminer le rendement et le facteur de purification.
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Les protéines purifiées en fusion avec la GST ainsi obtenues ont été utilisées pour déterminer, 

in vitro, l’activité enzymatique et les constantes cinétiques réelles de la β4GalT7 sauvage et 

mutée en position 224, 227 et 228, notamment les valeurs de Km et kcat vis-à-vis des substrats 

donneur et accepteur (Publication n°1, Tableau 2).  

La β4GalT7 humaine purifiée présente des valeurs de Km sensiblement comparables à celles 

déterminées pour l’enzyme membranaire exprimée dans des cellules HeLa, à la fois pour 

l’UDP-Gal et le 4-MOX. Ce résultat suggère que la délétion des 60 premiers acides aminés de 

l’extrémité N-terminale de l’enzyme et la fusion à la GST n’a pas affecté l’organisation du 

domaine catalytique de la β4GalT7 humaine, ni ses propriétés cinétiques. 

La mesure de l’activité enzymatique des protéines purifiées montrent que les mutants W224H, 

E227D et D228E sont actifs. En revanche la substitution de chacun des trois acides aminés 

par une Ala provoque une abolition totale de l’activité GalT de l’enzyme (Figure 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35. Mesure de l’activité enzymatique de la β4GalT7 sauvage et mutée en position 

224, 227 ou 228, exprimées dans la bactérie et purifiées par chromatographie d’affinité  
Les essais enzymatiques ont été réalisés dans un volume réactionnel de 50 µl, en présence de 200 ng 
de protéines purifiées, 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 µCi UDP[U14C]Gal), 5 mM de 4-MOX, 100 mM de 
cacodylate de sodium contenant 10 mM de cations Mn2+, comme décrit dans la section "matériels et 
méthodes". Chaque valeur correspond à la moyenne ± SD d’essais en double réalisés sur trois 
purifications différentes. ND, activité enzymatique non détectée; *, valeur d’activité significativement 
différente de l’activité enzymatique mesurée pour l’enzyme sauvage à P<0.05. 

J’ai poursuivi cette étude par la détermination des constantes cinétiques réelles de l’enzyme 

purifiée sauvage et des mutants actifs, exprimés dans des bactéries E. coli. J’ai démontré que 
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la substitution du Trp224 par une His augmente l’affinité de l’enzyme envers le substrat 

donneur UDP-Gal de façon importante, confirmant le résultat obtenu précédemment avec le 

système d’expression eucaryote. Néanmoins, au cours de la réalisation des cinétiques 

enzymatiques en vue de la détermination des constantes de l’enzyme W224H vis-à-vis du 

substrat accepteur 4-MOX, nous avons constaté une augmentation importante de la valeur du 

Km (4-MOX), ce qui n’a pas permis de déterminer la valeur exacte de ce paramètre cinétique 

de ce mutant, dans les conditions expérimentales utilisées. Ce résultat est en accord avec la 

diminution de l’affinité du W224H envers le substrat accepteur 4-MOX décrite auparavant. 

Quant au mutant E227D, il ne montre pas de modifications importantes de l’affinité de 

l’enzyme vis-à-vis de chacun des deux substrats, tandis que la valeur des kcat est diminuée de 

façon significative. Enfin, le remplacement de l’Asp228 par un résidu aminé Glu provoque 

une baisse importante de l’activité enzymatique. A cela s’ajoute probablement une 

augmentation de la valeur du Km vis-à-vis du substrat accepteur (4-MOX). Par conséquent, 

nous n’avons pu déterminer les constantes cinétiques de ce mutant dans nos conditions 

expérimentales. 

Cette approche a permis de confirmer les résultats trouvés précédemment, pour les enzymes 

exprimées sous fourme de protéines membranaires dans des cellules HeLa.  

II.2. Etude de l’effet de la mutation du Trp224 sur la spécificité de substrat de la 

β4GalT7 humaine  

Les travaux réalisés sur la β4GalT7 humaine exprimée dans les cellules eucaryotes ou sous 

forme purifiée suggèrent que le résidu Trp224 est impliqué à la fois dans l’interaction avec le 

substrat donneur et accepteur. Ce résultat nous a conduit à étudier l’effet de la mutation du 

Trp en position 224 sur la spécificité de cette enzyme vis-à-vis de substrats de différentes 

structures.  

II.2.1.  Effet de la mutation W224H sur la spécificité de la β4GalT7 vis-à-vis du substrat 

donneur 

L’ensemble de l’étude de la spécificité de la β4GalT7 a été effectué sur les protéines purifiées, 

exprimées dans la bactérie E. coli. Dans une première approche, j’ai tenté d’étudier, par la 

technique de CCM, la spécificité de la β4GalT7 recombinante humaine à partir d’homogénats 

de cellules eucaryotes exprimant l’enzyme sauvage ou mutée (résultats non montrés). J’ai 

constaté que l’activité enzymatique endogène due à la présence d’autres enzymes dans le lysat 

cellulaire est supérieure à la quantité du produit de la réaction catalysée par l’enzyme 
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d’intérêt. C'est-à-dire que pour certains sucres nucléotidiques, l’activité enzymatique évaluée 

à partir de cellules transfectées avec le plasmide vide, pcDNA, utilisées comme contrôle 

négatif, était supérieure à celle mesurée à partir de cellules exprimant la β4GalT7 sauvage ou 

portant une mutation sur le Trp224. Pour cette raison, la spécificité de la β4GalT7 a été 

évaluée sur du matériel purifié.  

L’évaluation de l’activité enzymatique de la β4GalT7 humaine purifiée vis-à-vis de plusieurs 

substrats donneurs montre que cette enzyme est capable de catalyser le transfert de différents 

résidus glycosidiques à partir du sucre nucléotidique correspondant. En effet, l’enzyme 

sauvage est capable de transférer outre le Gal, le Glc et le Xyl à partir des UDP-sucres 

correspondants, en présence de 4-MOX, bien qu’avec des efficacités beaucoup plus faibles 

(Publication n°1, Figure 6A). Ceci indique que la 4GalT7 ne présente pas une spécificité 

stricte vis-à-vis de l’UDP-Gal. Par contre, nous n’avons pu détecter aucune activité 

enzymatique avec l’UDP-GalNAc, l’UDP-GlcNAc et l’UDP-GlcA. La substitution du Trp224 

par un résidu His augmente la sélectivité de la protéine qui perd toute capacité à utiliser 

d’autres sucres nucléotidiques que l’UDP-Gal. De plus, de la même façon que l’enzyme 

sauvage, cette mutation ne permet pas à la β4GalT7 de prendre en charge les substrats UDP-

GalNAc, UDP-GlcNAc et UDP-GlcA. 

II.2.2.  Effet de la mutation W224H sur la spécificité de la β4GalT7 vis-à-vis du substrat 

accepteur  

Dans la première partie de ce travail, j’ai démontré que la substitution du Trp224 par un 

résidu His diminue fortement l’affinité de l’enzyme envers le 4-MOX, par rapport à l’enzyme 

sauvage. Par conséquent, nous avons également cherché  à savoir si la mutation de ce résidu 

aminé modifie la spécificité de la β4GalT7 humaine vis-à-vis du substrat accepteur. Ainsi, j’ai 

testé deux groupes de substrats (Figure 36A et 36B) différents de par la nature du résidu 

glycosidique ou de l’aglycone: 4-MO-Xyl (4-MOX), 4-MO-Gal, 4-MO-Glc, 4-MO-GalNAc, 

4-MO-GlcNAc et 4-MO-GlcA, et 4-NP-Xyl, MN-Xyl et MN-Xyl-2P.  

Les résultats obtenus confirment que la β4GalT7 présente une sélectivité stricte envers le Xyl, 

aussi bien pour l’enzyme sauvage que pour le mutant W224H. En effet, pour le premier 

groupe de substrats testés seul le 4-MOX est pris en charge par ces enzymes (Publication n°1, 

Figure 6B).  

Dans un deuxième temps, j’ai mesuré l’activité enzymatique de chacune des deux enzymes en 

présence de Xyl lié à différents types d’aglycones (Figure 36B). La présence d’un groupement 
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phosphate en position C2 du Xyl provoque une abolition totale de l’activité GalT, ce qui est 

en accord avec les travaux réalisés précédemment dans notre équipe (Gulberti et al., 2005). 
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Figure 36. Structure chimique des substrats accepteurs testés.  

A. Différents résidus glycosidiques sont fixés sur la même aglycone (MO).  B. Différentes aglycones 
sont fixées sur le  Xyl. MN, méthoxynaphtyl. 

4-NP-Xyl 

MN-Xyl 

MN-Xyl-2P 
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Ce résultat confirme le rôle clé de la phosphorylation dans la régulation de la synthèse des 

chaînes de GAGs des PGs. De façon importante, cette étude montre qu’à l’inverse de 

l’enzyme sauvage, le remplacement du Trp224 par une His produit une protéine qui présente 

une activité enzymatique plus élevée en présence du 4-MOX qu’en présence du MN-Xyl 

comme substrat accepteur (Publication n°1, Figure 6B). Ces constatations permettent de 

suggérer que le résidu 224 de la β4GalT7 humaine est impliqué dans la reconnaissance du 

substrat accepteur, et plus particulièrement, avec sa partie aglycone. 

II.3.  Activité galactosyltransférase ex vivo de la β4GalT7 humaine sauvage et mutée  

La caractérisation in vitro de la β4GalT7 humaine et d’une série de mutants par la mise en 

œuvre de deux systèmes d’expression, nous a permis d’identifier des acides aminés qui jouent 

un rôle crucial dans la reconnaissance des substrats. J’ai démontré par cette approche que 

l’acide aminé en position 224 est impliqué à la fois dans des interactions avec chacun des 

deux substrats et que sa substitution par un résidu His pourrait moduler la spécificité de 

l’enzyme vis-à-vis du substrat accepteur. De plus, le résidu Glu en position 227 et le résidu 

Asp en position 228 jouent un rôle essentiel dans la β4GalT7 humaine, c’est pourquoi nous 

avons cherché à savoir quel est l’impact de la mutation de ces acides aminés sur la capacité de 

la β4GalT7 à stimuler la synthèse des chaînes de GAGs ex vivo, dans des cellules déficientes 

CHO-pgsB618. 

II.3.1.  Substrat accepteur xylosidique exogène: 4-MOX  

Afin d’évaluer l’activité enzymatique de la β4GalT7 humaine ex vivo, j’ai utilisé une méthode 

consistant à incuber les cellules CHO-pgsB618 recombinantes en culture en présence du 

substrat xylosidique exogène 4-MOX et de Na2[35S]SO4. Les CHO-pgsB618 sont des cellules 

qui présentent la particularité d’être déficientes en β4GalT7 et qui ne synthétisent pas de 

GAGs endogènes. L’incubation des cellules CHO-pgsB618, préalablement transfectées par 

l’ADNc codant pour la β4GalT7 sauvage, en présence de 4-MOX permet d’initier la synthèse 

de chaînes de GAGs sur le xyloside exogène. Le taux de synthèse a été estimé par la mesure 

de la quantité du [35S]SO4 incorporée.  

Les mutants W224A et W224F ne sont pas capables de restaurer l’activité GalT de la 

β4GalT7 après traitement des cellules au 4-MOX, de la même façon que le mutant W224H 

(Publication n°1, Figure 7A et 7B). Ce dernier résultat est très probablement dû à la 

diminution de l’affinité de ce mutant envers le substrat 4-MOX par rapport à l’enzyme 
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sauvage. L’effet de la mutation du résidu Glu227 sur l’initiation de la biosynthèse des GAGs 

ex vivo corrobore les résultats in vitro. En effet, le mutant E227D actif in vitro, initie la 

synthèse des GAGs ex vivo en présence du substrat xylosidique exogène 4-MOX. En 

revanche, on constate que le mutant D228E qui présente une activité in vitro, est inactif en 

présence du substrat 4-MOX dans les cellules en culture. (Publication n°1, Figure 7A et 7B). 

II.3.2.  Substrat accepteur endogène: protéine "core" de la décorine 

Comme il a été exposé précédemment, le syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos est une 

conséquence directe de mutations de la β4GalT7 chez l’homme. Au niveau moléculaire, cette 

maladie est caractérisée en particulier par une substitution aberrante des GAGs de la décorine, 

avec une forte baisse de la synthèse de GAGs sur cette protéine "core". Cette observation 

nous a conduit à déterminer l’effet de la mutation du Trp224 sur la capacité de l’enzyme à 

initier la synthèse des GAGs sur la décorine recombinante. Dans cet objectif, j’ai exprimé la 

décorine humaine recombinante dans les cellules CHO-pgsB618 de façon stable. Ces cellules 

ont été ensuite transfectées avec la β4GalT7 humaine sauvage ou mutée en position 224, 

avant marquage des chaînes de GAGs de la décorine, en présence de soufre radioactif. Enfin, 

j’ai purifié la décorine recombinante par chromatographie d’affinité basée sur l’interaction 

entre la séquence poly-His présente sur la protéine "core" de la décorine et les billes de nickel. 

Les échantillons ainsi obtenus ont été analysés par SDS-PAGE sur gel à gradient, afin de 

mettre en évidence la présence de chaînes glycosaminoglycaniques radiomarquées 

(Publication n°1, figure 7C).  

Les résultats montrent que l’enzyme sauvage et le mutant W224H sont capables d’initier la 

synthèse des GAGs sur la décorine. En revanche, aucun signal n’a été détecté dans les cellules 

exprimant le mutant W224A ou transfectées avec le plasmide vide. En effet, comme attendu, 

les cellules déficientes en β4GalT7 ne sont pas capables de former des GAGs sur la décorine. 

De plus, le mutant W224F présente un signal très modéré, résultat en accord avec la faible 

activité GalT de ce mutant observée in vitro. 

 

II.4. Caractérisation ex vivo des propriétés fonctionnelles de la β4GalT7 sauvage et des 

mutants 

Le deuxième axe de cette étude a porté sur la caractérisation de l’effet de l’expression de la 

β4GalT7 et des mutants sur la synthèse des GAGs endogènes totaux ex vivo. Ainsi, nous 

avons comparé les deux activités GalT, mesurées in vitro et ex vivo, de la protéine sauvage et 
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de l’ensemble des mutants générés au cours de cette étude (Publication n°1, Figure 8). 

L’expression de la β4GalT7 sauvage dans des cellules CHO-pgsB618 induit une 

augmentation importante de la synthèse des GAGs, qui se traduit par une augmentation du 

taux d’incorporation du 35S d’un facteur de 5, en comparaison avec les cellules déficientes en 

cette enzyme.  

En ce qui concerne le motif 163DVD165, sa mutation semble avoir des conséquences similaires  

sur l’activité GalT mesurée in vitro et ex vivo, confirmant l’importance fonctionnelle des 

résidus Asp163 et Asp165. La substitution de l’acide aminé Phe221 par une Ala ne permet 

pas à la β4GalT7 d’initier la synthèse des GAGs ex vivo. Cette mutation a donc des 

conséquences plus délétères comparées à l’effet constaté in vitro. Le mutant F221Y est actif 

ex vivo, ce qui est en accord avec ses propriétés enzymatiques déterminées in vitro. La 

mutation non conservative du Trp222 en Ala provoque une forte baisse de la synthèse des 

GAGs, comparable à la faible activité mesurée in vitro. Cependant, le mutant W222F est 

incapable de restaurer l’activité GalT ex vivo. J’ai également approfondi l’étude du rôle du 

Trp224 dans l’initiation de la synthèse des  GAGs ex vivo, et j’ai pu réaffirmer l’importance 

du rôle fonctionnel de cet acide aminé. Ainsi, de façon concordante aux résultats obtenus in 

vitro, les mutants W224A et W224F sont incapables de synthétiser des chaînes de GAGs. De 

façon complémentaire, l’évaluation du taux d’incorporation du 35S ex vivo dans des celles 

CHO-pgsB618 transfectées avec le mutant W224H montre que cette mutation provoque une 

diminution drastique de la biosynthèse des GAGs en comparaison avec l’enzyme sauvage et 

ne permet pas de restaurer, de façon significative, la formation de ces molécules dans des 

cellules déficientes en β4GalT7. J’ai également montré que les mutations non conservatives 

des acides aminés Glu227 et Asp228 ne permettent pas l’initiation de la synthèse des chaînes 

de GAGs ex vivo, ce qui est en accord avec les résultats obtenus in vitro. On observe que le 

mutant E227D, qui présente une activité détectable in vitro, ne permet cependant pas de 

restaurer la synthèse des GAGs totaux de façon significative. Par contre, l’expression du 

mutant D228E, actif in vitro, induit une augmentation importante de la synthèse des GAGs 

totaux dans les cellules CHO déficientes. Enfin, la substitution du résidu aminé en position 

230 de la β4GalT7 humaine ne semble pas affecter l’activité GalT ni in vitro ni ex vivo.  

De façon inattendue, nous avons constaté que la mutation des Gly en position 223 et 225 ainsi 

que le résidu Asp229, n’exercent pas le même effet, in vitro et ex vivo, sur l’activité GalT de 

la β4GalT7 recombinante humaine. En effet, la substitution de la Gly223 par une Ala produit 

une protéine active in vitro en présence de 4-MOX comme substrat accepteur. En revanche, 
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elle est incapable d’initier la synthèse des GAGs ex vivo. Ce résultat peut être expliqué par le 

fait que l’encombrement stérique occasionné par le remplacement de la Gly par l’Ala permet 

au substrat accepteur exogène de petite taille d’accéder au site actif de l’enzyme, ce qui n’est 

pas le cas pour le substrat accepteur endogène glycopeptide de taille plus importante. Cela se 

manifeste donc par l’absence totale de l’activité GalT de la β4Gal7 humaine ex vivo.  

Quant aux mutations G225A, D229A et D229E, elles produisent des protéines inactives in 

vitro. De façon intéressante, ces mutants se montrent capables d’initier la synthèse des GAGs 

ex vivo. Afin de pouvoir comprendre ce résultat, nous avons entrepris une approche 

complémentaire, qui nous a permis de démontrer que ces trois mutants, à l’inverse du G223A, 

ne peuvent pas synthétiser des GAGs ex vivo en présence du 4-MOX comme substrat 

accepteur, mais restent capable de substituer des chaînes glycosaminoglycaniques sur la 

décorine et les glycopeptides endogènes (Figure 37 et 38 et Publication n°1, Figure 8). 

 

 

 
 

Figure 37. Effet de la surexpression de la β4GalT7 sauvage et mutée sur l’initiation de la 

biosynthèse des GAGs dans des cellules CHO-pgsB618 traitées au 4-MOX 
Les cellules CHO-pgsB618 ont été transfectées par le plasmide vide ou portant le gène d’intérêt, puis 
incubées en présence de 35S pendant 12 h, en absence ou présence de 5 µM de substrat xylosidique 4-
MOX (4-MUX). Le 35S  non incorporé a été éliminé sur une colonne de Sephadex G-50, les GAGs 
radiomarqués présents dans l’éluat ont été analysés par SDS-PAGE, comme décrit dans la section 
"matériels et méthodes". 
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Figure 38. Effet de la surexpression de la β4GalT7 sauvage et mutée sur la biosynthèse 

des chaînes de GAGs sur la décorine exprimée dans des cellules CHO-pgsB618 
Les cellules CHO-pgsB618 exprimant la décorine recombinante humaine de façon stable ont été 
transfectées transitoirement par le plasmide vide ou portant le gène d’intérêt, avant d’être incubées en 
présence de 35S pendant 12 h. La décorine recombinante a été purifiée à partir du milieu sur une 
colonne de nickel, puis analysée par SDS-PAGE comme décrit dans "matériels et méthodes".  
 

 

L’ensemble de ces résultats nous laisse penser que les mutations de la β4GalT7  humaine en 

position 225 et 229, affecte les interactions avec le 4-MOX mais ne semble pas altérer les 

interactions entre l’enzyme et la protéine "core" des PGs endogènes ou de la décorine. 

III. ETUDE DU ROLE DU PREMIER RESIDU HIS (His257) DU MOTIF HXH  

Enfin, dans une approche complémentaire, j’ai étudié le rôle du résidu His257 hautement 

conservé au sein de la famille des β4GalTs et entre les β4GalT7s de différentes espèces, situé 

dans le motif 6 (Publication n°1, Figure 1). Il a été suggéré que cet acide aminé serait 

impliqué dans l’interaction avec les ions Mn2+.  

III.1. Etudes in vitro/ex vivo 

La substitution du résidu His257 par une Ala provoque une perte de 80% environ de l’activité 

enzymatique par rapport à l’enzyme sauvage. De façon intéressante, le remplacement de 
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l’His257 par une Arg abolit l’activité GalT de façon complète. Ce résultat est probablement 

dû à l’encombrement stérique occasionné par le groupement guanidine de l’Arg (Figure 39). 

 

Figure 39. Détermination de l’effet des mutations conservative et non conservative du 

résidu His257 sur l’activité GalT in vitro 

Les essais enzymatiques ont été réalisés avec 40 µg de protéines totales de cellules HeLa transfectées 
avec le gène codant la β4GalT7 sauvage ou mutée, en présence de 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 µCi 
UDP[U14C]Gal), 5 mM de 4-MOX et 100 mM de cacodylate de sodium contenant 10 mM d’ions 
Mn2+. ND, activité enzymatique non détectée. *, valeur d’activité significativement différente de 
l’activité enzymatique mesurée pour l’enzyme sauvage à P<0.05. 

 

J’ai poursuivi cette étude par l’analyse des conséquences de la mutation conservative et non 

conservative du résidu His257 sur la capacité de la β4GalT7 à initier la synthèse des chaînes 

de GAGs ex vivo, dans des cellules CHO-pgsB618.  

Dans cet objectif, j’ai exprimé la β4GalT7 et les mutants dans des cellules CHO-pgsB618, 

puis j’ai évalué le taux d’incorporation du 35S dans les chaînes des GAGs synthétisées. Le 

résultat obtenu montre que les deux mutants H257A et H257R sont incapables de restaurer la 

formation des GAGs ex vivo de façon significative (Figure 40), confirmant un rôle important 

de l’acide aminé en position 257 de la β4GalT7 humaine.  
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Figure 40. Détermination de l’effet de la mutation de l’His257 sur l’initiation de la 

synthèse des chaînes de GAGx ex vivo 

Les cellules CHO-pgsB618 préalablement transfectées par le plasmide vide ou portant le gène 
d’intérêt, ont été incubées pendant 8 h en présence de 10 µCi de 35S. Les GAGs radiomarqués ont été 
purifiés à partir du milieu comme décrit dans "matériels et méthodes". Les résultats sont présentés 
sous forme de ratio de la radioactivité associée aux GAGs extraits des cellules transfectées avec le 
gène codant l’enzyme sauvage ou mutée par rapport à la radioactivité associée aux GAGs purifiés à 
partir de cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le plasmide vide. Chaque valeur correspond à la 
moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en double ± SD. *, valeur significativement 
différente comparée à la valeur correspondant aux cellules transfectées par le plasmide vide, à P<0.05.  

 

III.2. Activation de la β4GalT7 sauvage et du mutant H257A par les cations divalents 

Enfin, j’ai complété cette étude par une analyse de l’activation de la β4GalT7 par différents 

cations divalents et de l’effet de la mutation du résidu aminé His257 sur ce mécanisme. 

On constate que la β4GalT7 humaine exprimée dans des cellules eucaryotes peut être activée 

par différents cations divalents. Ainsi j’ai pu mesurer l’activité GalT de la β4GalT7 en 

présence des cations métalliques Mn2+, Mg2+, Co2+ et Ca2+. L’activité la plus élevée est 

obtenue en présence d’ions Mn2+ suivie des ions Mg2+, Co2+ et  la plus faible activité est 

mesurée en présence d’ions Ca2+. De façon intéressante, le mutant H257A ne semble pas 

avoir la même préférence envers les cations divalents comparé à l’enzyme sauvage. En effet, 

cette mutation produit une protéine incapable d’utiliser les cations Mg2+ et Ca2+ comme 

catalyseur de la réaction. Ces résultats confirment que l’acide aminé His257 de la β4GalT7 
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humaine est impliqué dans la formation de liaisons de coordination avec les ions Mn2+, 

cependant cette étude doit être approfondie pour confirmer ce postulat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41. Activation de la β4GalT7 sauvage humaine et du mutant H257A par les 

cations divalents  
Les essais enzymatiques ont été réalisés sur des homogénats cellulaires de cellules HeLa, transfectées 
par le gène codant la β4GalT7 sauvage ou le mutant H257A. Les protéines totales ont été incubées 
pendant 60 min à 37°C, en présence de 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 µCi UDP[U14C]Gal), 5 mM de 4-
MOX, 100 mM de cacodylate de sodium contenant 10 mM de cations divalents (Mn2+, Mg2+, Co2+ ou 
Ca2+). Les produits de la réaction ont été séparés par CLHP, comme décrit dans la section "matériels et 
méthodes". Chaque valeur correspond à la moyenne ± SD d’essais en double réalisés sur trois 
transfections différentes. *, activation de l’enzyme par le cation divalent est significativement 
différente de l’activation de l’enzyme sauvage à P<0.05. 
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Supplementary Data 
Figure 1

A

B

LLL LLEEEEEEEE LLLHHHHHHH HHHHHHHHHH LLLEEEEEEE EELLLLLLLH 

HHHHHHHHHH

Drosophila -------GAS VHKMALLVPF RDRFEELLQF VPHMTAFLKR QGVAHHIFVL NQVDRFRFNR ASLINVGFQF

Human        EHWEEDASWG PHRLAVLVPF RERFEELLVF VPHMRRFLSR KKIRHHIYVL NQVDHFRFNR AALINVGFLE

LLLLLLLLLL LLLEEEEEEE LLLLLHHHLH HHHHHHHHHH LLLLEEEEEE EELLLLLLLH HHHHHHHHHL

169                      189

|                        |
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Drosophila ASDVYDYIAM HDVDLLPLND NLLYEyPSSL GPLHIAgpkL HPK---YHYD NFVGGILLVR REHFKQMNGM

Human        SSNSTDYIAM HDVDLLPLNE ELDYG-FPEA GPFHVA---S PELHPLYHYK TYVGGILLLS KQHYRLCNGM

LLLLLLEEEE LLLLEEELLL LLLLL-LLLL LLEELL   L LLLLLLLLLL LLLLLLEEEE HHHHHHHLLL

|                        |

186                      206
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Drosophila SNQYWGWGLE DDEFFVRIRD AGLQVTRPQn IKTGtndTFS HIHNryHRKR --DTQKCfnQ KEMtRKRD--

Human        SNRFWGWGRE DDEFYRRIKG AGLQLFRPS- GITT---GYK TFRH--LHDP AWRKRDQK-R IAA-QKQEQF

LLLLLLLLLH HHHHHHHHHH LLLLLLLLL  LLLL   LEE ELLL  LLLL LLLLLLLL L LEE-ELLHHH

|

270
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Drosophila --HKTGLD-N VKYKILKVHE MLID--qvPV TILNILLDCD Vnktpwcdcs

Human        KVDREGGLNT VKYHVASRTA LSVGGAPCTV LNIMLDCDKT A---------
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Caractérisation enzymatique des mutations de la 4GalT7 humaine 

associées au syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos 

 

Bien que les mutations de la β4GalT7 humaine à l’origine de la forme progéroïde du 

syndrome d’Ehlers-Danlos aient été identifiées depuis plusieurs années, on ne dispose que de 

données limitées sur les caractéristiques enzymatiques des mutants associés à cette maladie 

génétique. La deuxième partie de ma thèse a été consacrée à la caractérisation moléculaire des 

mutants A186D, L206P et R270C, afin de comprendre le mécanisme par lequel les mutations 

génétiques de la β4GalT7 humaine altèrent le processus de synthèse des chaînes de GAGs  

des PGs. 

Cette étude a fait l’objet de la Publication n° 2 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF β1,4-GALACTOSYLTRANSFERASE 7 

GENETIC MUTATIONS LINKED TO THE PROGEROID FORM OF EHLERS-DANLOS 

SYNDROME (EDS) 

Ibtissam Talhaoui*, Catherine Bui*, Matthieu Chabel, Guillermo Mulliert, Michael W.H. 

Coughtrie, Mohamed Ouzzine, Sylvie Fournel-Gigleux.  

* These authors equally contributed to this work 

FEBS Lett. (2010) 584; 3962-8 

 

1. Analyse de l’effet des mutations associées au syndrome progéroïde d’Ehlers-

Danlos sur l’activité enzymatique de la β4GalT7 humaine et ses propriétés cinétiques 

Dans un premier temps, nous avons exprimé la β4GalT7 humaine sauvage et les mutants 

A186D, L206P et R270C dans les cellules CHO-pgsB618 déficientes, et nous avons évalué 

l’activité enzymatique GalT, in vitro, en présence de 4-MOX comme substrat accepteur. 

Simultanément, nous avons analysé le taux d’expression de la β4GalT7 et des trois mutants 

par immunoblot. 
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Figure 42 . Analyse du taux d’expression de la β4GalT7 sauvage et des mutants Ehlers-

Danlos par immunoblot  

20 µg de protéines totales ont été déposés par puit. Les protéines recombinantes exprimées dans les 
cellules CHO-pgsB618 ont été révélées au moyen d’anticorps anti-Myc, comme décrit dans "matériels 
et méthodes".  

 

La Figure 42 montre que le niveau d’expression de ces protéines recombinantes humaines 

produites dans les cellules CHO-pgsB618 est comparable. 

La mutation de l’Ala186 en Asp réduit fortement l’activité de la β4GalT7 mesurée in vitro. La 

substitution de la Leu206 par une Pro produit une protéine complètement inactive. Enfin, le 

remplacement de l’acide aminé en position 270 de la β4GalT7 humaine par une Cys induit 

une diminution modérée de l’activité de cette enzyme in vitro, d’environ 30% comparée à 

l’enzyme sauvage (Publication n°2, Figure 1).  

Dans un second temps, nous avons construit un vecteur plasmidique permettant l’expression 

hétérologue de la protéine dans la bactérie E. coli. La β4GalT7 recombinante humaine 

sauvage, ainsi que les mutants A186D, L206P et R270C, ont été exprimés en fusion avec la 

GST, puis purifiés par chromatographie d’affinité comme décrit dans la partie "matériels et 

méthodes". Les différentes fractions protéiques collectées ont été analysées par SDS-PAGE et 

colorées au bleu de Coomassie (Publication n°2, Figure 2). 
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Les résultats montrent que la GST-β4GalT7, la GST-A186D et la GST-R270C sont exprimées 

sous forme soluble et ont pu être purifiées avec un degré de pureté et une qualité satisfaisants 

(Tableau 8 et Publication n°2, Figure 2). Il est important de noter que la substitution de la 

Leu206 par une proline conduit à la production d’une protéine GST-L206P insoluble qui 

forme des corps d’inclusions. Cette observation suggère que cette mutation affecte les 

propriétés physicochimiques de la protéine, et vraisemblablement altère son repliement et son 

organisation 3D.  

 
Type de 

protéines  

Protéines 

totales (mg) 

Activité 

enzymatique 

totale 

(nmoles/min) 

Activité 

enzymatique 

spécifique 

(nmoles/min/mg) 

Facteur de 

purification 

Rendement 

% 

G
ST

-R
27

0C
 Lysat de bactéries 

Protéines solubles 

Protéine purifiée 

135 

31 

0.515 

1902.9 

1328.3 

75 

56.1 

170.3 

580 

1 

3.0 

10.3 

100 

69.8 

4 

 

Tableau 8: Tableau de purification de la protéine GST-R270C recombinante humaine 
exprimée dans la bactérie E.coli. 

La protéine a été purifiée par chromatographie d’affinité à partir d’une culture bactérienne de 200 ml. 
L’activité enzymatique a été déterminée par CLHP, comme décrit dans "matériels et méthodes". 

 

Au cours de cette étude, j’ai produit et purifié des quantités relativement importantes de 

protéines β4GalT7 sauvage et mutées (Tableau 8). Cela nous a permis de comparer les 

constantes cinétiques réelles de ces enzymes en faisant varier simultanément la concentration 

en substrat donneur (UDP-Gal) et accepteur (4-MOX).  

Les protéines purifiées ont été utilisées pour déterminer l’effet des différentes mutations 

associées au syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos sur les propriétés cinétiques de la 

β4GalT7 humaine. Les données expérimentales ont été ajustées à une équation caractéristique 

d’un mécanisme séquentiel.  
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Ainsi, nous avons pu déterminer la constante de Michaelis-Menten de chacun des substrats, et 

les constantes d’inhibition Ki. 

Les conséquences des mutations sur l’activité GalT des protéines exprimées dans les cellules 

CHO-pgsB618 et de celles exprimées dans la bactérie E. coli sont similaires. Ainsi la 

mutation de l’Ala186 en Asp provoque une diminution majeure de l’activité comparée à 

l’enzyme sauvage, tandis que la substitution de l’Arg270 par un résidu Cys permet de 

préserver une partie importante de l’activité GalT de l’enzyme. En outre, comme il est indiqué 

précédemment, la mutation L206P  conduit à la production d’une protéine insoluble en fusion 

avec la GST, raison pour laquelle nous n’avons pas pu déterminer l’activité enzymatique de 

ce mutant (Figure 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43. Mesure de l’activité enzymatique, in vitro, de la β4GalT7 sauvage et des 

mutants Ehlers-Danlos exprimés dans la bactérie E. coli 

Les essais enzymatiques ont été réalisés dans un volume réactionnel de 50 µl, en présence de 200 ng 
de protéines purifiées, 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 µCi UDP[U14C]Gal), 5 mM de 4-MOX, 100 mM de 
cacodylate de sodium contenant 10 mM de cations Mn2+, comme décrit dans la section "matériels et 
méthodes". Chaque valeur correspond à la moyenne ± SD d’essais en double réalisés sur trois 
purifications différentes. ND, non déterminé; * valeur d’activité significativement différente de 
l’activité enzymatique mesurée pour l’enzyme sauvage à P<0.05. 

 

Le tableau 1 (Publication n°2) montre que la protéine sauvage purifiée est très active avec un 

kcat de l’ordre de 1s-1. Les valeurs de Km vis-à-vis de l’UDP-Gal et du 4-MOX sont 
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comparables à celles obtenues pour la protéine exprimée dans des cellules HeLa et CHO-

pgsB618. Le très faible niveau d’activité du mutant A186D n’a pas permis la détermination 

des paramètres cinétiques de cette protéine. Quant au mutant R270C, l’affinité de cette 

enzyme pour le substrat donneur est inchangée, toutefois, la valeur de son Km vis-à-vis du 

substrat accepteur 4-MOX est fortement augmentée, indiquant  une réduction d’affinité de ce 

mutant envers le xyloside.  

2. Modélisation moléculaire de la β4GalT7 humaine  

Afin de comprendre les effets moléculaires des mutations associées au syndrome progéroïde 

d’Ehlers-Danlos sur l’activité GalT, nous avons développé en collaboration avec le Dr. G. 

Mulliert, un modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine basé sur la structure 3D de la 

β4GalT1 bovine cristallographiée en présence d’UDP-Gal (Publication n°2, Figure 5A). 

Parallèlement, la β4GalT1 bovine cristallisée avec le substrat accepteur a été utilisée pour 

développer un modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine du site actif de l’enzyme, 

contenant un peptide de décorine sur lequel est attaché le Xyl (Publication n°2, Figure 5B). 

D’après ce modèle moléculaire, le résidu Arg270 serait localisé à proximité de la Ser de la 

décorine et pourrait potentiellement entrer en interaction avec cet acide aminé de la protéine 

"core". De façon complémentaire, nous avons réalisé une superposition du modèle 

moléculaire de la β4GalT7 humaine et de la structure cristallographique de la β4GalT7 de 

drosophile récemment cristallisée, par le serveur "Dali Program" (Publication n°2, 

Supplementary data). 

Le résultat obtenu montre une bonne superposition entre le modèle moléculaire du domaine 

N-terminal de la protéine humaine et la structure 3D de la β4GalT7 de drosophile.  L’Ala186 

et la Leu206 de la β4GalT7 humaine correspondent respectivement à l’Ala169 et la Val189 de 

la β4GalT7 de drosophile, et sont situées dans les domaines peptidiques bien superposés. 

Quant à l’Arg270 de la protéine humaine, la Figure 1B (Supplementary data) montre que ce 

résidu aminé est situé dans une région qui présenterait une organisation structurale différente 

de celle de la β4GalT7 de drosophile. 

3. Analyse des conséquences fonctionnelles des mutations associées à la forme 

progéroïde du syndrome d’Ehlers-Danlos sur la synthèse des GAGs ex vivo dans les 

cellules CHO-pgsB618 

La dernière partie de cette étude a été consacrée à la détermination de l’effet des mutations 

Ehlers-Danlos sur la capacité de la β4GalT7 humaine à initier la synthèse des GAGs ex vivo, à 
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partir du substrat accepteur 4-MOX. Dans cet objectif, nous avons étudié la cinétique de  

synthèse des chaînes de GAGs par les cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le plasmide 

vide ou portant le gène codant pour la protéine sauvage ou mutée, en fonction de la 

concentration du substrat xylosidique. Le traitement des cellules incubées ou non en présence 

de 4-MOX a été couplé à un radiomarquage au 35S. En accord avec les résultats obtenus in 

vitro (Publication n°1, Figure 7A), l’expression de la β4GalT7 humaine restaure la synthèse 

des chaînes glycosaminoglycaniques sur le substrat xylosidique, dans les cellules déficientes 

en cette enzyme. De façon inattendue, le mutant A186D qui présente une très faible activité 

GalT in vitro est capable d’initier la synthèse des GAGs ex vivo à des taux significatifs. La 

substitution de l’Arg270 par une Cys induit une diminution significative de l’activité GalT 

mesurée ex vivo qui se traduit par une baisse de la quantité du 35S incorporée dans les chaînes 

de GAGs. Ce résultat est en accord avec la diminution de l’affinité de l’enzyme vis-à-vis du 

substrat accepteur mise en évidence par les études cinétiques. Enfin, le mutant L206P est 

inactif in vitro et est incapable de restaurer la synthèse des GAGs sur le substrat xylosidique 

ex vivo. L’ensemble de ces résultats a été également vérifié par SDS-PAGE. Ainsi, nous 

avons confirmé, par radiomarquage, la présence de chaînes de GAGs dans les cellules CHO-

pgsB618 déficientes incubées en présence de substrat 4-MOX après transfection avec le 

plasmide portant le gène de la β4GalT7, le mutant A186D et R270C (Publication n°2, Figure 

3B).  

De façon complémentaire, j’ai réalisé un marquage par immunofluorescence indirecte des 

cellules CHO-pgsB618, transfectées avec le plasmide vide ou portant le gène codant pour la 

β4GalT7 humaine sauvage ou pour les mutations Ehlers-Danlos, afin de déterminer l’effet de 

ces mutations sur la synthèse des chaînes de GAGs. Esko et al. (1987) ont démontré que les 

cellules CHO non déficientes en β4GalT7 produisent majoritairement des GAGs 

membranaires de type HS. En accord avec ces observations, l’analyse par 

immunofluorescence montre la présence de chaînes d’HS sur la membrane des cellules CHO-

pgsB618 exprimant la β4GalT7 humaine sauvage et les mutants A186D et R270C révélées 

par l’anticorps monoclonal 10E4. Nous avons simultanément étudié la localisation 

subcellulaire de l’enzyme sauvage et des mutants. On constate que la β4GalT7 sauvage et les 

mutants présentent une localisation caractéristique des GTs au niveau de l’appareil de Golgi. 

Les cellules transfectées avec le plasmide vide n’ont montré aucune fluorescence et ne 

synthétisent donc pas de chaînes d’HS. Cette approche expérimentale corrobore les résultats 

in vitro et ex vivo obtenus précédemment. En effet, aucune présence de HS n’a été détectée 
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pour le mutant L206P (Publication n°2, Figure 4). Enfin, l’analyse de l’expression de ce 

mutant montre une localisation diffuse et différente par rapport à celle observée dans le cas de 

l’enzyme sauvage et des deux autres mutants. Cette observation pourrait être liée à la 

perturbation du processus d’adressage cellulaire de cette protéine mutée en accord avec 

l’altération de sa conformation.  
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Etude des mécanismes de régulation des voies de biosynthèse des 

GAGs 

Un aspect complémentaire de ma thèse a été consacré à la compréhension des mécanismes de 

régulation de la synthèse des PGs. Dans ce cadre, j’ai participé, en collaboration avec 

Catherine Bui, à une étude originale qui a consisté à déterminer le rôle des modifications 

épigénétiques dans la régulation de l’expression des gènes codant pour les enzymes 

impliquées dans l’initiation, la polymérisation et la modification des chaînes d’HS. 

Il est établi que la régulation épigénétique par hyperméthylation de l’ADN constitue un 

événement majeur du processus de cancérogenèse. De plus, des études récentes ont montré 

que la méthylation de l’ADN et d’autres modifications épigénétiques pourraient également 

être impliquées dans certaines arthropathies telles que l’arthrose et les arthrites rhumatoïdes 

(Takami et al., 2006; Nile et al., 2008). Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à 

l’étude d’un modèle cellulaire de chondrosarcome humain H-EMC-SS (HEMC), qui constitue 

une lignée à caractère invasif  des tissus conjonctifs.  

Cette étude a donné lieu à la Publication n°3 

EPIGENETICS: METHYLATED-ASSOCIATED REPRESSION OF HEPARAN 3-O-

SULFOTRANSFERASE GENE EXPRESSION CONTRIBUTES TO THE INVASIVE 

PHENOTYPE OF H-EMC-SS CHONDROSARCOMA CELLS 

Catherine Bui, Mohamed Ouzzine, Ibtissam Talhaoui, Sheila Sharp, Kristian Prydz, Michael 

W.H. Cougthrie and Sylvie Fournel-Gigleux.  

FASEB J. (2010) 24; 436-450 

 

1. Analyse du profil de méthylation des gènes codant pour les GTs et les STs 

impliquées dans la synthèse et la modification des HS dans les cellules HEMC 

Dans un premier temps, nous avons analysé la séquence des régions promotrices des GTs 

intervenant dans la biosynthèse des HS, notamment, les gènes codants pour la XT-I, la 

β4GalT7, la β3GalT6, la GlcAT-I et l’EXT1, ainsi que les gènes codant pour les enzymes 

impliquées dans la modification des chaînes d’HS par N-sulfatation (NDSTs) et O-sulfatation 
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(HS2ST, HS6STs et 3-OSTs). Cette approche a permis d’identifier la présence de régions 

riches en nucléotides cytidine (C) et guanosine (G), appelées îlots CpG, dans la plupart des 

gènes étudiés. Ces îlots CpG sont localisés au niveau de la région promotrice proximale et du 

premier exon des gènes cibles. Ils constituent des sites potentiels de méthylation de l’ADN et 

par conséquent, un mécanisme de régulation de l’expression de ces gènes dans les cellules 

d’origine cancéreuse HEMC a été envisagé. Nous avons étudié le profil de méthylation de 

chacun des gènes mentionnés précédemment par la méthode de conversion au bisulfite. C’est 

une technique qui permet d’analyser la méthylation de l’ADN par conversion spécifique des 

nucléotides C non méthylés en uracile (U), puis amplification de la région d’intérêt par PCR 

introduisant des résidus thymidine (T), suivi du séquençage du produit de PCR qui donne une 

carte de méthylation. 

L’analyse du profil de méthylation pour chacun des quatre gènes codant pour les GTs 

impliquées dans la synthèse de l’amorce tétrasaccharidique montre qu’ils sont très peu ou pas 

méthylés. Par conséquent, cette régulation épigénétique ne serait pas impliquée dans le 

contrôle de l’initiation de la synthèse des chaînes de GAGs dans le modèle étudié de 

chondrosarcome humain (Publication n°3, Figure 1). De façon intéressante, nous avons 

démontré que les gènes codants pour la NDST1, l’HS6ST2, les 3-OST1, 3-OST3A et 3-OST6 

sont hyperméthylés dans un ordre décroissant de 100% à 38% pour la 3-OST6, dans les 

cellules HEMC (Publication n°3, Figure 2A et 3C). 

2. Analyse des conséquences de la déméthylation des gènes d’intérêt par évaluation 

de leur taux d’expression dans des cellules de chondrosarcome humain après traitement 

par la 5-Aza-dc  

Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’effet de la déméthylation des gènes d’intérêt sur 

leur niveau d’expression, par traitement des cellules HEMC à la 5-Aza-2’-déoxycytidine (5-

Aza-dc). Pour ce faire, nous avons donc traité les cellules en culture à la 5-Aza-dc, qui est un 

agent inhibiteur de la méthylation de l’ADN via la répression irréversible des ADN-

méthyltransférases (DNMTs). Après extraction et purification des ARN totaux, le taux 

d’expression des gènes identifiés comme hyperméthylés dans les cellules HEMC a été évalué 

par RT-PCR semi-quantitative (Publication n°3, Figure 4). 

La comparaison du niveau d’expression de l’ARNm du gène EXT1 dans les cellules traitées 

et non traitées à la 5-Aza-dc ne montre aucune différence. Cette constatation est en accord 

avec le résultat précédent (Publication n°3, Figure 1), qui a démontré que ce gène n’est pas 
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hyperméthylé et par conséquent, ne serait pas soumis à un processus de régulation 

épigénétique par méthylation de l’ADN (Publication n°3, Figure 4A et 4C). En revanche, le 

traitement par la 5-Aza-dc semble augmenter la transcription des gènes codant pour la 

NDST1, HS6ST2, 3-OST1, 3-OST2 et 3-OST3A de façon significative (Publication n°3, 

Figure 4). Ce résultat est également en accord avec la présence d’une hyperméthylation 

importante au niveau de ces gènes et corrobore l’implication d’une régulation épigénétique 

via un mécanisme de méthylation de l’ADN, de la sulfatation des chaînes d’HS, dans les 

cellules de chondrosarcome humain.  

3. Analyse de l’effet du traitement des cellules HEMC par la 5-Aza-dc sur la 

sulfatation des chaînes de GAGs des PGs cellulaires 

Nous avons poursuivi cette étude par la détermination des conséquences de la méthylation de 

l’ADN sur la sulfatation des GAGs de ces cellules de chondrosarcome humain. Pour atteindre 

cet objectif, nous avons développé des approches biochimiques qui permettent d’analyser la 

taille et la charge ionique de ces molécules par chromatographie d’exclusion et échangeuse 

d’anions, respectivement. 

Les cellules HEMC traitées ou non par la 5-Aza-dc ont été incubées en présence de sulfate 

radiomarqué [35S] ou [35S]Cys-Met. Les lysats cellulaires ont été ensuite soumis à une 

digestion à la chondroïtinase ABC afin de permettre une analyse spécifique des HSPGs 

produits par les cellules de chondrosarcome humain. En effet, il a été démontré que ces 

cellules produisent majoritairement des HSPGs cellulaires (résultats non publiés). 

Les modifications du degré de sulfatation des chaînes de GAGs s’accompagnent d’une 

modification de leur charge et par conséquent, l’analyse par chromatographie échangeuse 

d’anions montrera des changements du temps de rétention de ces molécules.  

La comparaison du profil d’élution de l’extrait des cellules traitées à la 5-Aza-dc à celui des 

cellules non traitées, après radiomarquage au [35S], montre une nette différence. En effet, le 

traitement à la 5-Aza-dc provoque un décalage du pic d’élution vers la droite traduisant une 

augmentation de la charge des HSPGs produits dans les cellules HEMC (Publication n°3, 

Figure 5A). Cet effet peut résulter de différents facteurs, soit de l’augmentation du nombre de 

groupements sulfates, soit de l’augmentation de la quantité des HSPGs produits et/ou encore 

de l’augmentation de la longueur des chaînes d’HS. Pour vérifier chacune de ces hypothèses, 

nous avons réalisé différents radiomarquages et analyses chromatographiques.  
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L’analyse par chromatographie de gel-filtration, après radiomarquage à la [35S]Cys-Met, 

montre que les cellules traitées et non traitées à la 5-Aza-dc présentent le même profil avec 

des pics superposés (Publication n°3, Figure 5B). Ce résultat permet d’exclure l’hypothèse 

selon laquelle l’augmentation de la charge des HSPGs est due à l’augmentation de la quantité 

des PGs produit dans les cellules traitées par la 5-Aza-dc. Ensuite, nous avons procédé à la 

réalisation d’une deuxième série de radiomarquage en présence de [35S]SO4 et [3H]GlcN afin 

de suivre, respectivement, le degré de sulfatation et la formation des chaînes 

polysaccharidiques de GAGs. Les PGs isolés à partir de cellules HEMC traitées et non traitées 

et préalablement radiomarquées ont été soumis à une digestion à la protéinase K, afin de 

libérer les chaînes glycosaminoglycaniques de leur protéine "core". Les GAGs ainsi obtenus 

ont été digérés à la chondroïtinase ABC, avant d’être analysés par chromatographie 

d’exclusion. Le chromatogramme correspondant au rapport du taux d’incorporation [35S]/[3H] 

permet d’estimer la longueur des chaînes d’HS. Ainsi, le traitement des cellules à la 5-Aza-dc 

ne semble pas modifier le profil du chromatogramme obtenu, mais produit une augmentation 

de la quantité de [35S] incorporé par rapport à la quantité de [3H] dans les HSPGs des cellules 

HEMC (Publication n°3, Figure 5C). Cette expérience montre une augmentation du degré de 

sulfatation des chaînes d’HS et non pas de leur longueur par le traitement déméthylant.  

Pour résumer, nous avons démontré par cette approche que la déméthylation de l’ADN, 

induite par le traitement à la 5-Aza-dc, provoque une augmentation du degré de sulfatation 

des chaînes HS dans les cellules du chondrosarcome humain. Par conséquent, un mécanisme 

de méthylation aberrante de l’ADN est potentiellement impliqué dans le contrôle de la 

sulfatation des HSPGs dans les cellules HEMC. 

4. Comparaison entre l’effet de la surexpression des 3-OSTs et le traitement par la 

5-Aza-dc sur l’expression des HSPGs dans les cellules HEMC 

De façon complémentaire, nous avons étudié l’expression des HSPGs dans les cellules de 

chondrosarcome humain, traitées par la 5-Aza-dc ou transfectées avec le plasmide vide ou 

portant le gène codant pour la 3-OST1 ou 3-OST3A (pcDNA-3-OST1-HA et pcDNA-3-

OST3A-HA), par une technique d’immunomarquage par fluorescence indirecte au moyen 

d’un anticorps anti-HSPG (épitope 10E4). 

Les cellules HEMC non traitées ainsi que celles transfectées avec le plasmide vide montrent 

la présence d’un signal très faible des chaînes d’HS (Publication n°3, Figure 6A et 6D). En 
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revanche, le traitement de ces cellules avec la 5-Aza-dc ou leur transfection avec la 3-OST1 et 

3-OST3A augmente de façon importante l’expression des chaînes d’HS (Publication n°3, 

Figure 6B, 6E et 6F). Simultanément, l’expression des STs recombinantes dans les cellules 

transfectées a été suivie par un immunomarquage au moyen d’un anticorps anti-HA 

(Publication n°3, Figure 6H et 6I). 

L’ensemble de ces résultats confirme la présence d’un processus de régulation épigénétique, 

via la méthylation de l’ADN, impliqué dans la régulation de l’expression des gènes codant 

pour la 3-OST1 et la 3-OST3A et qui par conséquent, influence le taux de sulfatation des 

HSPGs dans les cellules de chondrosarcome humain. 

5. Effet des modifications de la sulfatation des HSPGs sur le comportement 

cellulaire des HEMC 

La dernière partie de ce travail a été consacrée à la caractérisation des conséquences de 

modifications de la sulfatation des HSPGs, sur les propriétés phénotypiques des cellules 

HEMC, potentiellement impliquées dans le processus cancéreux tels que la prolifération, 

l’adhésion, et la migration. 

Le traitement par la 5-Aza-dc diminue, comme attendu, la prolifération des cellules HEMC de 

façon importante (45%), tandis que la surexpression de la 3-OST3A a un effet inhibiteur plus 

modéré (20%) sur l’inhibition de la prolifération cellulaire. Quant à la surexpression de la 3-

OST1, elle ne semble pas affecter ce paramètre cellulaire dans les cellules HEMC 

(Publication n°3, Figure 7A et 7B). Ces résultats suggèrent que la prolifération des cellules de 

chondrosarcome humain semble être régulée par la méthylation du gène codant pour la 3-

OST3A. 

Nous avons ensuite étudié l’effet du traitement par la 5-Aza-dc ou la transfection de la 3-

OST1 et 3-OST3A dans les cellules de chondrosarcome humain, sur l’adhésion de ces cellules 

en utilisant la fibronectine comme ligand. Les cellules traitées par la 5-Aza-dc présentent une 

augmentation significative de leur capacité d’adhésion en présence de 200 µg de fibronectine 

(Publication n 3°, Figure 7C). Après transfection des cellules HEMC avec le plasmide codant 

pour la 3-OST3A, leur capacité d’adhésion semble être augmentée en fonction de la dose de 

la fibronectine utilisée. Enfin, l’expression de la 3-OST1 n’affecte pas le taux d’adhésion des 

cellules HEMC (Publication n°3, Figure 7D).  
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De façon complémentaire, le dernier objectif de cette étude a été de déterminer l’implication 

de la méthylation de l’ADN ou de la surexpression des gènes 3-OST1 et 3-OST3A dans le 

processus de la migration cellulaire des cellules de chondrosarcome humaine et dans le 

caractère invasif de ce type de cancer. Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé un 

système appelé chambre de Boyden qui permet d’évaluer le potentiel migratoire des cellules. 

Dans un premier temps, nous avons pu démontrer que la déméthylation de l’ADN par le 

traitement des cellules HEMC par la 5-Aza-dc diminue de façon significative le taux de la 

migration cellulaire (Publication n°3, Figure 7E). Dans un deuxième temps, nous avons 

prouvé que la surexpression de la 3-OST1 et 3-OST3A provoque une baisse significative du 

pouvoir migratoire des cellules du chondrosarcome humain, HEMC (Publication n°3, Figure 

7F). 

L’ensemble de ces résultats suggère fortement l’implication de l’altération de la sulfatation 

des HSPGs dans le phénotype invasif des cellules de chondrosarcome humain. 
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Discussion  

Les PGs sont des macromolécules multifonctionnelles complexes, dont les chaînes de GAGs 

sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, physiologiques et pathologiques. 

Du fait de l’altération de la biosynthèse et/ou de la modification des chaînes 

glycosaminoglycaniques observées au cours de multiples affections, l’étude de ces molécules 

constitue un enjeu médical majeur. Notamment, dans le cas du processus cancéreux, la 

dérégulation de l’expression des GAGs, et plus particulièrement des HS, est associée à la 

progression tumorale et métastasique. Ainsi, la diminution de la sulfatation des HSPGs 

modifie les propriétés d’adhésion cellulaire des cellules tumorales et pourrait participer à 

l’acquisition d’un phénotype invasif (Robinson et al., 1984). Le suivi de l’altération de la 

sulfatation des chaînes d’HS aurait une valeur pronostique dans le cas de tumeurs malignes 

telles que le mélanome humain (Sasisekharan et al., 2002). A la lumière de ces travaux, il est 

devenu évident que la caractérisation des enzymes impliquées dans la machinerie de 

biosynthèse, notamment les GTs et les STs, ouvrirait des perspectives vers le développement 

de stratégies innovantes dans le traitement des pathologies associées à la perturbation de la 

synthèse des GAGs. 

La β4GalT7 est une enzyme qui intervient à un stade précoce de l’initiation des voies de 

biosynthèse des GAGs. Sa présence est essentielle à la formation des chaînes de CS/DS et 

d’Hp/HS (Almeida et al., 1999). Chez l’homme, il a été démontré que trois mutations de la 

β4GalT7 sont à l’origine d’une maladie héréditaire connue sous le nom de syndrome 

progéroïde d’Ehlers-Danlos. Par ailleurs, cette enzyme possède la capacité d’initier la 

synthèse des chaînes de GAGs à partir de substrats xylosidiques exogènes, à la fois in vitro et 

in vivo. Ainsi, la β4GalT7 constitue une cible pharmacologique potentielle pour le 

développement  de molécules thérapeutiques destinées à remédier au déficit de synthèse des 

chaînes de GAGs. 

Dans ce contexte, mon travail de thèse a été organisé selon deux axes : 1- Exploration des 

mécanismes d’initiation de la synthèse des GAGs; 2- Etude de la régulation de la biosynthèse 

et des modifications des chaînes d’HS. 

Nous nous sommes en premier lieu attachés à la caractérisation structurale et fonctionnelle de 

la β4GalT7 recombinante humaine. De façon complémentaire, nous avons cherché à 

déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels les mutations génétiques de la β4GalT7 

contribuent au syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos. 
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Dans le cadre de ces études, nous avons établi un arbre phylogénétique qui a permis 

d’identifier 48 membres de la famille des β4GalT7s au sein de différentes espèces et 6 

β4GalTs humaines (1 à 6) dont les gènes présentent une relation évolutive. L’alignement des 

séquences peptidiques de ces 54 enzymes montre la présence de 8 motifs fortement conservés, 

notamment les motifs 3 et 5 qui contiennent respectivement les séquences 163DVD165 et 
221FWGWGREDDE230 et  le motif 6 contenant la séquence 257HLH259, qui ont fait l’objet de 

mon étude. Cette approche a été complétée par la réalisation d’un modèle moléculaire de la 

β4GalT7 humaine basé sur la structure cristallographique de la β4GalT7 de drosophile en 

présence d’UDP (Ramakrishnan and Qasba, 2010) et l’organisation 3D de la β4GalT1 bovine 

cristallisée en complexe avec l’UDP-Gal (Ramakrishnan et al., 2002). 

A la lumière des informations fournies par ces approches, nous avons procédé par une étude 

de mutagenèse dirigée, à l’analyse des conséquences fonctionnelles de substitutions 

conservatives et non conservatives des acides aminés situés dans les séquences 163DVD165   

221FWGWGREDDE230 et  257HLH259  de la β4GalT7 humaine. Ainsi, j’ai caractérisé, in vitro 

et ex vivo, les conséquences de ces mutations sur la reconnaissance des substrats et/ou la 

catalyse enzymatique, ou encore sur l’organisation structurale de la β4GalT7 humaine 

recombinante. La spécificité de l’enzyme sauvage et mutée vis-à-vis des substrats donneur et 

accepteur a également été analysée. Enfin, nous avons développé une approche 

complémentaire afin d’étudier la capacité de l’enzyme sauvage et mutée à initier: 1- La 

synthèse des GAGs endogènes dans des cellules déficientes en β4GalT7; 2- La synthèse des 

chaînes de GAGs à partir d’un substrat xylosidique exogène (4-MOX); 3- La synthèse des 

chaînes de GAGs sur la décorine choisie comme modèle de protéine "core". La décorine est 

un membre de la famille des SLRPs. Le choix de ce PG est fondé sur le fait que l’altération de 

la synthèse des chaînes de GAGs de la décorine est caractéristique du syndrome progéroïde 

d’Ehlers-Danlos (Seidler et al., 2006).  

Les approches in vitro et ex vivo ont confirmé l’importance fonctionnelle des deux résidus 

Asp du motif  163DVD165. La mutation de l’Asp163 ou de l’Asp165 en Ala conduit à une perte 

complète de l’activité enzymatique de la β4GalT7, évaluée in vitro. De plus, la substitution 

conservative de l’Asp163 par un acide aminé Glu ne restaure pas l’activité GalT de l’enzyme. 

Le modèle moléculaire de l’organisation 3D de la β4GalT7 humaine suggère une interaction 

entre ce résidu et l’UDP-Gal. Ainsi, on peut émettre l’hypothèse selon laquelle le 

remplacement de l’Asp163 par un résidu Glu, dont la chaîne latérale est plus longue, produit 

un encombrement stérique empêchant l’interaction entre l’enzyme et le substrat donneur. 
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D’un autre côté, le remplacement de l’Asp165 par un résidu Glu permet une restauration 

partielle de l’activité GalT in vitro et ex vivo comparée à celle de l’enzyme sauvage. Ainsi, un 

résidu Glu en position 165 serait capable de préserver la liaison de coordination avec le cation 

Mn2+. Enfin, la mutation de la Val164 en Ala n’a pas de répercussions importantes sur les 

constantes cinétiques de l’enzyme vis-à-vis de l’UDP-Gal, dont la valeur de Km reste 

inchangée par rapport à la protéine sauvage. Ce résultat suggère que la Val163 

n’interviendrait pas dans la reconnaissance ou la fixation du substrat donneur. A l’appui de ce 

résultat, le modèle moléculaire de la β4GalT7 suggère que la chaîne latérale de cet acide 

aminé est située hors du site de fixation de l’UDP-Gal.  

L’analyse structurale du domaine catalytique de différentes GTs a révélé que ces enzymes 

sont des protéines globulaires qui présentent majoritairement un repliement de type GT-A ou 

GT-B (Bourne et al., 2001; Qasba et al., 2005). Chez les mammifères, la β4GalT7 ainsi que 

les GalTs et les GlcNAc-Ts (N-acétylglucosaminyltransférases) sont des enzymes 

caractérisées par un repliement de type GT-A, qui possèdent généralement un motif DXD 

impliqué dans la liaison des cations divalents (Breton et al., 1999). La structure 

cristallographique de la β4GalT1 bovine établie par Ramakrishnan et al. (2002) indique que 

l’Asp254 (équivalent de l’Asp165 de la β4GalT7 humaine) forme une liaison de coordination 

avec le cofacteur métallique Mn2+, de manière identique à l’Asp147 de la β4GalT7 de 

drosophile (Ramakrishnan and Qasba, 2010). Ainsi, la β4GalT7 humaine présenterait un 

repliement GT-A de type classique, avec un motif DXD dont le premier résidu Asp 

interagirait avec l’UDP-Gal, tandis que le deuxième Asp formerait une liaison de coordination 

avec le cation Mn2+.  

La deuxième partie de cette étude à été consacrée à l’exploration du motif 
221FWGWGREDDE230 de la β4GalT7 humaine. Cette séquence est fortement conservée au 

sein des β4GalTs humaines et des β4GalT7s de différentes espèces. En effet, ce motif 

peptidique appartient au domaine catalytique de l’enzyme et contient des acides aminés qui 

jouent un rôle fonctionnel clé. Dans la β4GalT1 bovine, ils seraient directement impliqués 

dans la fixation du substrat donneur et/ou accepteur (Gastinel et al., 1999; Ramakrishnan et 

al., 2002; Ramakrishnan and Qasba, 2010). Cette séquence peptidique comprend également 

des résidus carboxylates qui joueraient vraisemblablement un rôle catalytique (Ramakrishnan 

and Qasba 2003). Mes résultats indiquent que la mutation de la Phe221 et du Trp222 n’a pas 

de conséquences majeures sur l’activité de l’enzyme ni sur l’affinité envers le substrat 

donneur, comme l’indiquent les valeurs de Km inchangées. Ces résultats suggèrent que ces 
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acides aminés ne seraient pas directement impliqués dans la reconnaissance de l’UDP-Gal. Le 

modèle moléculaire de l’organisation 3D de la β4GalT7 humaine basé sur la structure 

cristallographique de la β4GalT1 bovine ou de la β4GalT7 de drosophile, suggère que la 

Phe221 et le Trp222 seraient localisés à l’extérieur du site de fixation de l’UDP-Gal.  

Néanmoins, la conservation de ces acides aminés au sein des β4GalTs nous laisse supposer 

qu’ils seraient importants pour l’intégrité structurale de l’enzyme. 

Les données bibliographiques, l’étude phylogénétique et l’alignement de séquences des 

β4GalTs ainsi que notre modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine, suggèrent que le Trp224 

serait un acide aminé dont la localisation est centrale au niveau du site actif de l’enzyme. J’ai 

donc analysé l’effet des mutations de ce résidu sur l’activité de la β4GalT7 humaine in vitro et 

ex vivo. La substitution du Trp224 par une Ala produit une protéine complètement inactive, 

aussi bien pour l’enzyme exprimée dans les cellules eucaryotes que la protéine purifiée 

exprimée dans la bactérie E. coli. De plus, le mutant W224A n’est pas capable de restaurer la 

synthèse des GAGs endogènes dans les cellules CHO-pgsB618 déficientes en β4GalT7. De 

façon similaire, cette mutation ne permet pas à l’enzyme d’initier la formation des chaînes de 

GAGs sur la protéine "core" de la décorine, ni sur le substrat accepteur exogène 4-MOX. Le 

remplacement du Trp224 par une Phe, acide aminé aromatique de plus petite taille, provoque 

une diminution importante de l’activité enzymatique in vitro et cette protéine mutée ne peut 

pas initier la biosynthèse des GAGs ex vivo dans des cellules CHO-pgsB618 de façon 

significative. En outre, la faible activité du mutant W224F n’a pas permis de déterminer ses 

paramètres cinétiques.  

De façon intéressante, en générant le mutant W224H, nous avons produit une enzyme active 

qui présente des différences importantes, à la fois en termes d’affinité et de spécificité 

comparée à l’enzyme sauvage. Notamment, le remplacement du Trp224 par une His 

augmente fortement l’affinité de la β4GalT7 envers le substrat donneur (valeur de Km 

augmentée de 10 fois) et accroît sa  sélectivité vis-à-vis du sucre nucléotidique UDP-Gal. En 

revanche, l’affinité de l’enzyme envers le substrat 4-MOX diminue d’une façon importante. 

En outre, l’enzyme sauvage et le mutant W224H ne présentent pas la même capacité à 

prendre en charge les différents substrats accepteurs testés. En effet, la β4GalT7 sauvage 

présente une plus forte activité vis-à-vis du substrat MN-Xyl, tandis que le mutant W224H 

utilise préférentiellement le 4-MOX. L’étude ex vivo a montré que l’expression de ce mutant 

ne permet pas de stimuler la biosynthèse des GAGs totaux de façon significative dans les 

cellules déficientes CHO-pgsB618 et qu’il est également incapable d’initier la synthèse des 
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chaînes de GAGs en présence du substrat xylosidique 4-MOX. L’ensemble de ces résultats 

souligne l’importance fonctionnelle du Trp224 de la β4GalT7 humaine et montre une 

implication de cet acide aminé dans les interactions avec les substrats donneur et accepteur.  

La structure 3D de la β4GalT7 de drosophile et le modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine 

développé au cours de ce travail, indiquent que la molécule d’azote Nε1 du Trp224 formerait 

une liaison avec le β-phosphate du pyrophosphate de l’UDP-Gal. De la même façon, dans la 

β4GalT1 bovine cristallisée avec l’UDP-Gal et le cofacteur métallique Mn2+, le Trp314 

(équivalent du Trp224 de la β4GalT7 humaine) est situé dans le site de fixation du substrat 

donneur, lié à l’UDP-Gal via des interactions avec le pyrophosphate (Ramasamy et al., 2003). 

Mes résultats expérimentaux permettent de suggérer que, dans le cas du mutant W224H, 

l’atome Nε2 de l’imidazole du résidu His pourrait remplacer le noyau indole du Trp224 pour 

former une liaison hydrogène avec le groupement pyrophosphate de l’UDP-Gal. Cependant, 

cette mutation ne permet pas d’assurer l’interaction de l’enzyme avec le 4-MOX de façon 

similaire à l’enzyme sauvage. Ainsi, cela se traduit par une forte diminution de l’affinité de 

l’enzyme mutée envers ce substrat accepteur. En ce sens, il a été démontré qu’un résidu aminé 

Trp de différentes GTs, notamment le Trp314 de la β4GalT1 (Ramakrishnan and Qasba, 

2001), le Trp284 de l’EXTL2 (Pedersen et al., 2003) et le Trp314 de l’α3GT (Zhang et al., 

2003), serait localisé dans le site catalytique de l’enzyme de façon à interagir à la fois avec le 

substrat donneur et le substrat accepteur.  

Le Trp314 de la β4GalT1 bovine et le Trp207 de la β4GalT7 de drosophile sont entourés de 

résidus Gly qui permettraient un changement de conformation du site actif de l’enzyme lors 

de la fixation du substrat donneur (Ramakrishnan et al., 2002; Ramakrishnan and Qasba, 

2010). La β4GalT7 humaine présente une organisation similaire à ces deux enzymes, ainsi le 

Trp224 est entouré des Gly223 et Gly225. Nous avons donc analysé les conséquences de la 

mutation de chacun de ces deux résidus sur l’activité enzymatique de la protéine, in vitro et ex 

vivo. De façon intéressante, il s’est avéré que la mutation de ces deux acides aminés produit 

des conséquences différentes sur l’activité GalT évaluée in vitro et sur la capacité de l’enzyme 

à stimuler la biosynthèse des chaînes de GAGs dans les cellules CHO-pgsB618 en culture. 

Ainsi, le remplacement de la Gly223 par un résidu Ala induit une baisse modérée de l’activité 

GalT, in vitro et ex vivo, en présence du 4-MOX ou de la protéine "core" de la décorine 

comme substrat accepteur. Cependant, l’expression de ce mutant dans les cellules CHO-

pgsB618 déficientes en β4GalT7 ne permet pas de restaurer la formation des GAGs totaux.  
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De plus, nous avons montré que la mutation de la Gly225 de la β4GalT7 en Ala, conduit à une 

perte totale de l’activité de cette enzyme, in vitro et ex vivo, en présence de 4-MOX comme 

substrat accepteur. Cependant, ce mutant reste capable de stimuler la formation de chaînes de 

GAGs sur la protéine "core" de la décorine dans les cellules CHO-pgsB618.  

L’analyse de la structure 3D des β4GalT1s bovine et humaine et de la  β4GalT7 de drosophile 

nous a aidé à apporter des hypothèses permettant d’expliquer ces résultats. La structure 

cristallographique de la β4GalT1 bovine, de la β4GalT1 humaine et de la β4GalT7 de 

drosophile, montre respectivement que chacun des  peptides 313GWG315 (Ramakrishnan and 

Qasba, 2001), 309GWG311 (Ramasamy et al., 2005) et 206GWG208 (Ramakrishnan and Qasba, 

2010) forme une courte boucle qui joue un rôle clé dans l’organisation du site actif des 

β4GalTs. Ainsi, les Gly permettraient au résidu Trp central d’effectuer un mouvement 

rotationnel, provoquant un changement de la conformation de l’enzyme pour passer d’une 

conformation de type I (ouverte) à une conformation de type II (fermée) et inversement. Cette 

modification est indispensable au déroulement de la réaction catalysée par ces enzymes. On 

peut émettre l’hypothèse selon laquelle les Gly223 et Gly225 de la β4GalT7 humaine 

joueraient un rôle similaire et que la mutation de ces acides aminés affecterait le 

positionnement du Trp224 dans la poche catalytique de l’enzyme, en diminuant l’accessibilité 

de ce résidu au substrat accepteur. D’un autre côté, mes résultats montrent que la substitution 

de chacun des résidus Gly par une Ala ne produit pas les mêmes effets in vitro et ex vivo, en 

fonction de la structure de l’accepteur. Ainsi le mutant G225A ne peut catalyser la réaction 

GalT et son expression permettre de stimuler la formation de chaînes de GAGs qu’en 

présence d’une protéine "core" (décorine ou protéines "core" endogènes exprimées par les 

cellules CHO-pgsB618). Cela est probablement dû au fait que la présence d’une Ala en 

position 225 de la β4GalT7 humaine empêche l’interaction entre le site actif de l’enzyme et la 

partie aglycone du substrat accepteur (4-MO). Enfin, la substitution de la Gly223 par une Ala 

ne permettrait pas à la partie peptidique du substrat accepteur d’accéder au site actif de 

l’enzyme, tandis que l’aglycone est tolérée, ce qui explique l’activité in vitro et ex vivo 

mesurée en présence du substrat 4-MOX. Cependant, le mutant G223A est capable d’initier la 

biosynthèse de chaînes de GAGs sur la protéine "core" de la décorine mais pas sur les autres 

protéines "core" endogènes exprimées dans les cellules CHO-pgsB618, ce qui se manifeste 

par l’incapacité du mutant G223A de la β4GalT7 humaine à stimuler la biosynthèse des 

GAGs totaux des cellules CHO-pgsB618. L’élucidation de l’organisation 3D de la β4GalT7 

humaine en complexe avec le substrat accepteur restera l’approche la plus pertinente pour 
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expliquer précisément l’effet différentiel des mutations des résidus Gly223 et Gly225 sur 

l’activité GalT en fonction de ces substrats.     

De façon similaire, nous avons étudié le rôle des acides aminés à caractère acide, situés à 

l’extrémité C-terminale du motif 221FWGWGREDDE230. Les résultats obtenus ont montré 

l’importance fonctionnelle majeure des résidus Glu227, Asp228 et Asp229, alors que le rôle 

du résidu  Glu230 apparait moins essentiel. En effet, l’analyse de l’effet, in vitro et ex vivo, de 

la substitution du résidu Glu227 par une Ala montre que cette mutation produit une perte 

totale de l’activité enzymatique. En revanche, la mutation E227D permet de conserver une 

partie de l’activité de la β4GalT7 humaine in vitro, et l’expression de ce mutant stimule, de 

façon modérée, la biosynthèse des GAGs dans les cellules déficientes CHO-pgsB618 et sur le 

substrat xylosidique exogène. D’un autre côté, le remplacement du résidu Asp228 de la 

β4GalT7 par une Ala produit une abolition complète de son activité GalT. En outre, le mutant 

D228E est actif in vitro et est capable de restaurer, ex vivo, la formation de GAGs dans les 

cellules CHO-pgsB618 à un niveau comparable à l’enzyme sauvage, mais ne permet pas 

d’initier cette biosynthèse à partir de substrat xylosidique 4-MOX. Ce résultat est dû à la 

diminution de l’affinité de ce mutant envers ce substrat accepteur, que montre la 

détermination des constantes cinétiques de l’enzyme. 

L’analyse des propriétés cinétiques des mutations conservative et non conservative des 

résidus Glu227 et Asp228 sont en accord avec une fonction catalytique, mais mes résultats ne 

permettent pas de distinguer complètement lequel des deux acides aminés (Glu227 ou 

Asp228) joue le rôle de base catalytique dans la β4GalT7 humaine. L’analyse de la première 

structure de la β4GalT1 bovine cristallographiée en complexe avec l’UDP-Gal a proposé que 

le résidu Glu317 (équivalent du Glu227 dans la β4GalT7 humaine) jouerait le rôle de base 

catalytique (Gastinel et al., 1999). Par ailleurs, la cristallisation de l’enzyme bovine W314A-

β4GalT1 avec le cofacteur métallique, l’UDP et le GlcNAc, indique que le résidu Asp318 

(équivalent de l’Asp228 dans l’enzyme humaine) formerait une liaison hydrogène avec le 

groupement hydroxyle en position C4 du substrat accepteur et qu’il serait donc impliqué dans 

la déprotonation de ce groupement. Par conséquent, Ramasamy et al. (2003) suggèrent que 

l’Asp318 jouerait un rôle de base catalytique dans la β4GalT1 bovine. De plus, le "docking" 

du Glc dans le site de fixation du substrat accepteur de la β4GalT7 de drosophile a permis 

d’aboutir à une conclusion similaire suggérant que l’Asp211 de l’enzyme de drosophile serait 

la base catalytique. L’organisation 3D du modèle moléculaire de l’enzyme humaine, basé sur 

la structure cristallographique du site catalytique de la β4GalT7 de drosophile, propose 
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l’Asp228 comme base catalytique, tandis que le Glu227 interagirait avec l’oxygène en 

position 4 du Gal. Des investigations supplémentaires sont indispensables afin de confirmer 

cette proposition. En ce sens, des études physicochimiques par résonance plasmonique de 

surface, ainsi que des études structurales par cristallographie et diffraction des rayons X de la 

β4GalT7 humaine ont été initiées avec nos collaborateurs grenoblois. 

Enfin, les mutations conservative et non conservative de l’Asp229 provoquent une perte 

d’activité enzymatique de la β4GalT7 in vitro. De façon intéressante, ces mutations ne 

semblent pas affecter la capacité de l’enzyme à initier la synthèse des chaînes de GAGs sur la 

protéine "core". En outre, les mutants D229A et D229E ne sont pas capables de corriger la 

déficience de synthèse des chaînes glycosaminoglycaniques sur le substrat accepteur exogène 

4-MOX dans les cellules CHO-pgsB618. Il est suggéré que la substitution de l’acide aminé 

Asp229 de la β4GalT7 humaine pourrait  affecter l’interaction de l’enzyme avec la partie 

aglycone du 4-MOX et pas la protéine "core" du PG. Néanmoins, des études plus 

approfondies sont indispensables à la compréhension du rôle de cet acide aminé dans le 

déroulement de la réaction catalysée par la β4GalT7 humaine. 

Enfin, j’ai initié l’étude du rôle du motif 6 identifié au cours de ce travail. La séquence HXH 

est fortement conservée entre les β4GalT7s de différentes espèces. Néanmoins, seul le 

premier résidu His de cette séquence peptidique est également présent au sein des β4GalTs 

humaines. Récemment, l’élucidation de la structure 3D de la β4GalT7 de drosophile  

(Ramakrishnan and Qasba, 2010) a mis en évidence un nouveau motif HXH, dont chacun des 

deux résidus His formerait une liaison de coordination avec le cofacteur métallique Mn2+. 

Nous avons donc étudié, par une approche in vitro/ex vivo, le rôle du premier résidu His du 

motif 257HLH259 de la β4GalT7 humaine. La substitution de l’His257 par une Arg produit une 

enzyme complètement inactive et l’expression du mutant H257R ne permet pas la restauration 

de la synthèse des GAGs dans les cellules déficientes CHO-pgsB618. La mutation du résidu 

His257 en Ala a des conséquences plus modérées sur l’activité GalT et maintient la capacité 

de la β4GalT7 humaine à stimuler la formation des chaînes de GAGs des PGs endogènes. Ces 

résultats s’expliquent vraisemblablement par la taille de la chaîne latérale du résidu Arg en 

position 257 à la place de l’His qui produirait un encombrement stérique ne permettant pas la 

liaison aux cations Mn2+. En revanche la mutation de ce résidu His par une Ala est tolérée par 

l’enzyme. De façon intéressante, cette  mutation augmente la sélectivité de l’enzyme envers le 

type du cation métallique par comparaison avec l’enzyme sauvage. Afin d’expliquer ce 

résultat, nous projetons de déterminer l’affinité de l’enzyme sauvage ou portant une mutation 
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sur l’acide aminé His257 vis-à-vis des différents cations divalents, ou encore de déterminer la 

distance entre le cation métallique et ce résidu His dans la 4GalT7 humaine cristallisée. 

Dans la β4GalT1 bovine, le résidu His347 (équivalent de l’His257 de la β4GalT7 humaine) 

est localisé au niveau d’une région charnière située dans une grande boucle flexible (345-

353). L’élucidation de la structure 3D de cette enzyme a montré que l’acide aminé His257 

participe à la formation de liaisons de coordination avec le cofacteur métallique Mn2+ 

(Ramasamy et al., 2005; Ramakrishnan et al., 2006). Plus précisément, il a été proposé que le 

résidu His347 forme une liaison de coordination avec le cation métallique Mn2+ en remplaçant 

une molécule d’eau (Ramakrishnan et al., 2006). La comparaison de la structure 

cristallographique de la β4GalT7 de drosophile en présence d’UDP et du cation Mn2+ et celle 

de la β4GalT1 bovine en présence de l’UDP-Gal et de ce même cofacteur montre une 

organisation similaire, à l’exception de la localisation du résidu aminé His241 de drosophile 

(équivalent de l’His 257 de la β4GalT7 humaine) et de la Met344 de la β4GalT1 bovine. De 

façon importante, la superposition de l’enzyme mutée M344H-β4GalT1 bovine et de la 

β4GalT7 de drosophile montre une organisation 3D comparable. Cette approche a montré que 

la Met334 (β4GalT1 bovine) est superposée avec l’His241 (β4GalT7 de drosophile) et que 

l’His347 (bovine) est superposée avec l’His243 (drosophile). Ainsi, il a été suggéré que les 

résidus His257 et His259 interviendraient, de façon similaire, dans la formation des liaisons 

de coordinations avec les cations Mn2+. Cette étude constitue une approche préliminaire de la 

caractérisation structurale et fonctionnelle du motif  257HXH259 spécifique des β4GalT7s. Un 

travail complémentaire est à réaliser afin de déterminer le rôle de l’His259 de la β4GalT7 

humaine.  

Le deuxième axe de la caractérisation de la β4GalT7 réalisé au cours de cette thèse a porté sur 

l’étude des mutations génétiques de cette enzyme, responsables du syndrome progéroïde 

d’Ehlers-Danlos. Cette maladie est caractérisée par un tableau clinique particulièrement 

sévère associé aux anomalies de glycosylation des PGs. Parmi celles-ci, les altérations 

touchant les chaînes de GAGs de la décorine ont été les mieux caractérisées, notamment dans 

les fibroblastes de peau des patients atteints. Dans ce contexte, nous avons cherché à 

déterminer les conséquences moléculaires des mutations A186D, L206P et R270C, sur 

l’activité enzymatique de la β4GalT7 in vitro et ex vivo, dans des cellules déficientes CHO-

pgsB618. Les répercussions de ces mutations sur les paramètres cinétiques de l’enzyme ont 

été également analysées avec les protéines purifiées exprimées dans la bactérie E. coli. Le 

développement d’un modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine basé sur la structure 
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cristallographique de la β4GalT1 bovine, nous a permis d’interpréter les résultats obtenus et 

de cerner l’importance fonctionnelle de chacun des trois acides aminés porteur de mutations 

(A186, L206 et R270).   

La mutation A186D provoque une diminution importante de l’activité GalT de l’enzyme 

recombinante, tandis que la substitution de la Leu206 par une Pro l’abolit totalement. De 

façon intéressante, la perte d’activité de la β4GalT7 occasionnée par la mutation de l’Arg270 

en Cys est beaucoup plus modérée. Ainsi, la protéine mutée présente une activité d’environ 

50% de celle de l’enzyme sauvage. Parallèlement, l’analyse de la capacité de la β4GalT7 et 

des mutants Ehlers-Danlos à initier la synthèse des chaînes de GAGs sur le substrat accepteur 

4-MOX démontre que malgré sa faible activité in vitro, le mutant A186D est capable de 

restaurer la synthèse des GAGs ex vivo dans des cellules déficientes CHO-pgsB618 à un 

niveau comparable à celui de la protéine sauvage. Ces constatations ont été confirmées par 

l’analyse des chaînes d’HS par technique d’immunofluorescence et sont en accord avec les 

travaux réalisés précédemment par Okajima et al. (1999b). Quant à l’absence de synthèse des 

chaînes de GAGs dans des cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le gène codant pour la 

β4GalT7 humaine portant la mutation L206P, elle a été également confirmée par l’analyse de 

l’expression des chaînes d’HS en immunofluorescence indirecte, qui montre une absence 

totale d’expression de ces GAGs dans les cellules exprimant ce mutant. La modélisation 

moléculaire de la β4GalT7 humaine ainsi que l’analyse de la structure 3D de la β4GalT7 de 

drosophile suggèrent que la Leu206 serait localisée dans un feuillet β fortement conservé dans 

les β4GalT7s de différentes espèces. Ainsi, cet acide aminé jouerait un rôle important dans le 

maintien de la structure secondaire de la protéine, ce qui expliquerait l’altération du 

repliement de l’enzyme lors de la substitution de la Leu206 par un résidu Pro. Enfin, la 

mutation R270C provoque une forte diminution de l’affinité de l’enzyme envers le substrat 

accepteur 4-MOX, qui se traduit par une augmentation importante de la valeur du Km. La 

modélisation moléculaire du site de fixation du substrat accepteur de la β4GalT7 humaine, 

contenant le Xyl lié à la sérine d’un peptide de décorine, suggère que l’Arg270 serait située à 

proximité de la protéine "core" du PG. De façon complémentaire, l’analyse de l’organisation 

3D du site de fixation du substrat accepteur dans la β4GalT7 de drosophile indique que la 

Lys254 (équivalent de l’Arg270 de l’enzyme humaine) serait située du côté C-terminal d’une 

longue boucle flexible. Ainsi, il a été suggéré que le replacement de cet acide aminé par une 

Cys pourrait affecter la flexibilité de cette boucle et par conséquent, altérer l’organisation du 

site de fixation du substrat accepteur. Néanmoins, la comparaison des structures secondaires 
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des β4GalT7s humaine et de drosophile montre que chacune de ces deux enzymes présente 

des différences importantes au niveau de la région C-terminale contenant l’Arg270. Ces 

constatations renforcent l’importance de l’élucidation de la structure 3D de l’enzyme β4GalT7 

humaine en complexe avec le substrat accepteur. 

J’ai participé au cours de la dernière partie de ce travail de thèse à l’étude de la régulation des 

voies de biosynthèse des chaînes de GAGs. Plus précisément, nous avons voulu déterminer si 

un mécanisme épigénétique, par méthylation d’ADN, intervient dans la régulation de la 

synthèse des GAGs et/ou dans leur modification par sulfatation. Simultanément, nous avons 

cherché à savoir dans quelle mesure un tel mécanisme pourrait concourir à l’altération du 

profil de sulfatation des HS et du phénotype chondrocytaire dans le chondrosarcome humain, 

en utilisant les cellules HEMC comme modèle de tumeur maligne du cartilage. 

Dans une première approche, nous avons mis en évidence la présence de régions riches en 

CpG au niveau de la séquence promotrice des gènes codant les GTs impliquées dans la 

formation de l’amorce tétrasaccharidique commune aux CS/DS et Hp/HS. L’établissement du 

profil de méthylation a montré que ces gènes sont peu méthylés, indiquant que l’expression 

des quatre GTs de l’amorce tétrasaccharidique ne semble pas soumise à un mécanisme de 

régulation épigénétique impliquant la méthylation de l’ADN dans les cellules de 

chondrosarcome humain HEMC. L’analyse du profil de méthylation du gène EXT1 écarte 

l’hypothèse selon laquelle la polymérisation des chaînes d’HS serait contrôlée par ce 

processus de régulation épigénétique. Par conséquent, dans les cellules de chondrosarcome 

humain, la méthylation de l’ADN  ne serait impliquée ni dans la régulation de la formation de 

l’amorce tétrasaccharidique ni dans la polymérisation des chaînes d’HS. Ces résultats sont 

concordants avec la littérature (Hameetman et al., 2007). En effet, d’autres groupes montrent 

qu’aucun phénomène de méthylation aberrante du gène EXT1 ne semble être associé aux 

chondrosarcomes ni aux ostéosarcomes (Ropero et al., 2004; Tsuchiya et al., 2005).  

Par ailleurs, de nombreuses études ont démontré que des modifications de la sulfatation des 

chaînes d’HS sont impliquées dans l’altération des fonctions et du comportement cellulaire 

caractéristiques des cellules cancéreuses. Pour cette raison, nous avons voulu déterminer si les 

gènes impliqués dans la sulfatation des chaînes HS sont contrôlés par un mécanisme de 

régulation épigénétique impliquant une méthylation de l’ADN, dans les cellules HEMC.  De 

façon importante, l’analyse de la carte de méthylation de la famille des NDSTs et des OSTs a 

montré que les gènes codant pour la 3-OST1, 3-OST3A et 3-OST6 sont hyperméthylés, ainsi  
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que les gènes codant pour la NDST1, l’HS6ST2 et l’HS6ST3. En revanche, la 3-OST2 

présente une méthylation plus modérée au niveau de la région proximale du promoteur. 

L’utilisation de la 5-Aza-dc, agent inhibiteur des DNMTs, a permis de confirmer que la 3-O-

sulfatation des HSPGs dans les cellules HEMC est régulée par un mécanisme épigénétique, 

via la méthylation de l’ADN. Plus précisément, le traitement de ces cellules à la 5-Aza-dc, 

induit une forte augmentation du taux d’expression de l’ARNm de la 3-OST3A et une 

augmentation plus modérée du niveau des ARNm de la 3-OST1 et la 3-OST2. Parallèlement, 

l’analyse de la carte de méthylation de la 3-OST3A dans des cellules HEMC après traitement 

à la 5-Aza-dc a montré une diminution significative du nombre de sites CpG méthylées, 

suggérant que l’augmentation de la transcription du gène codant la 3-OST3A est due, au 

moins en partie, à la déméthylation de ce gène. D’une façon complémentaire, le traitement des 

cellules HEMC à la 5-Aza-dc ne semble pas affecter la transcription des gènes codant pour la 

3-OST3B, HS2ST1 et HS6ST1, en accord avec le faible taux de méthylation des îlots CpG de 

ces gènes. Quant aux gènes codant pour la NDST1 et HS6ST2, ils sont sensibles à l’effet de 

l’inhibiteur de la méthylation de l’ADN. En effet, le traitement des cellules HEMC à la 5-

Aza-dc augmente le taux de l’ARNm de façon significative, suggérant que ces gènes sont 

soumis à un processus de régulation épigénétique. Néanmoins, une forte méthylation de la 

NDST1 et HS6ST2 a été également observée dans des cellules sanguines, utilisées comme 

contrôle dans cette étude. Par conséquent, l’hyperméthylation des gènes codant pour ces STs 

ne semble pas spécifique du chondrosarcome humain.  

A la lumière de ces résultats, nous avons analysé les conséquences fonctionnelles de la 

régulation de la 3-O-sulfatation (plus particulièrement les 3-OST1 et -3A) sur les HSPGs, par 

un mécanisme épigénétique, dans le chondrosarcome humain. Dans cet objectif, nous avons 

procédé dans un premier temps par traitement des cellules HEMC avec la 5-Aza-dc, suivi 

d’un radiomarquage Na2[35S]SO4, [3H]GlcN et [35S]Cys-Met, combiné à des analyses 

biochimiques des PGs cellulaires par différentes techniques chromatographiques. Cette 

approche nous a permis de démontrer que la déméthylation du gène codant pour la 3-OST3A 

induit une augmentation de l’expression de ce gène, qui à son tour provoque une 

augmentation du taux de sulfatation des chaînes d’HS. Nous avons démontré également que la 

longueur des chaînes HS reste inchangée. De façon complémentaire, les analyses 

d’immunomarquage en fluorescence indirecte montrent une surexpression des HSPGs 

cellulaires dans les cellules HEMC traitées avec la 5-Aza-dc et dans les cellules exprimant la 

3-OST1 ou la 3-OST3A recombinantes.  
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Enfin, la dernière partie de ce projet à été consacrée à la détermination des conséquences de 

l’augmentation de la 3-O-sulfatation des HSPGs cellulaires, sur le comportement des cellules 

HEMC, notamment en termes de prolifération, d’adhésion et de migration cellulaires. En 

effet, il est établi que les régulations épigénétiques jouent un rôle clé dans les processus 

cellulaires liés à la cancérogenèse. Nous avons donc déterminé l’impact du traitement des 

cellules HEMC à la 5-Aza-dc sur la prolifération cellulaire et le résultat obtenu a été comparé 

au taux de prolifération des cellules HEMC surexprimant la 3-OST1 ou la 3-OST3A. Nous 

avons procédé de même pour déterminer l’effet du traitement avec l’inhibiteur de méthylation 

de l’ADN, ainsi que l’effet de la surexpression de ces deux 3-OSTs sur l’adhésion et la 

migration cellulaires. De façon intéressante, nous avons montré par cette approche que les 

cellules traitées avec la 5-Aza-dc ou transfectées avec le vecteur pcDNA-3OST3A présentent 

une diminution significative du taux de la prolifération et une augmentation importante de la 

capacité de ces cellules à adhérer à un support traité avec la fibronectine. Ce résultat suggère 

un rôle important de cette modification des chaînes de GAGs, qui pourrait être associée à 

l’altération des propriétés cellulaires constatée dans certains types de cancers (Sanderson, 

2001). Enfin, les tests de migration cellulaire, in vitro, ont montré que le traitement des 

cellules HEMC à la 5-Aza-dc ainsi que la surexpression de la 3-OST1 et 3-OST3A, inhibent 

la migration de ces cellules d’une manière significative.  

L’ensemble de ces résultats suggère que, dans le modèle étudié de chondrosarcome humain, le 

profil de sulfatation des PGs, et plus particulièrement celui des HSPGs cellulaires, constituent 

un élément clé dans le contrôle des propriétés cellulaires notamment la prolifération, 

l’adhésion et la migration cellulaires. De façon importante, la 3-OST1 et la 3-OST3A, qui 

sont deux enzymes impliquées dans la modification des chaînes de GAGs par 3-O-sulfatation, 

semblent être soumises à un processus de régulation épigénétique dans ces cellules HEMC.   
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Conclusions et perspectives  

Les GAGs sont des macromolécules complexes, impliquées dans de nombreux processus 

biologiques. Leur biosynthèse nécessite l’intervention de plusieurs familles d’enzymes qui 

assurent la formation de l’amorce tétrasaccharidique commune aux CS/DS et Hp/HS, 

l’élongation et la modification des chaînes de GAGs. Du fait de leur rôle clé dans de multiples 

processus physiologiques et pathologiques, l’intérêt suscité par ces molécules ne cesse de 

croître. En effet, l’altération de la biosynthèse des chaînes de GAGs constitue un événement 

majeur dans le développement de certaines situations pathologiques, notamment au cours des 

arthropathies. De plus, la perturbation de la biosynthèse de ces molécules a été constatée aussi 

bien dans des pathologies sporadiques que dans des maladies génétiques. Le syndrome 

progéroïde d’Ehlers-Danlos est caractérisé par une diminution de la formation des chaînes 

glycosaminoglycaniques. Celle-ci a été étudiée en particulier sur la protéine "core" des 

SLRPs, et plus particulièrement la décorine, au niveau des tissus conjonctifs. A l’heure 

actuelle, il est clair que la compréhension des mécanismes de biosynthèse et de modification 

des GAGs est primordiale. En effet, malgré l’identification des enzymes impliquées dans cette 

machinerie cellulaire, nos connaissances sur leur organisation structurale et fonctionnelle et 

leur régulation demeurent limitées. 

Dans ce contexte, la première partie de ma thèse à été consacrée à la caractérisation 

structurale et fonctionnelle de la β4GalT7 humaine. En effet, cette enzyme intervient à un 

stade précoce de l’initiation de la formation de l’amorce tétrasaccharidique et sa présence est 

indispensable à la fois pour la synthèse des chaînes de CS/DS et d’Hp/HS. De plus, il est 

établi que la forme progéroïde du syndrome d’Ehlers-Danlos est une conséquence directe de 

mutations du gène codant pour la β4GalT7 chez l’homme. Pour atteindre les objectifs fixés, 

nous avons réalisé une série de mutations d’acides aminés potentiellement impliqués dans la 

reconnaissance des substrats et/ou la catalyse enzymatique. L’identification de ces résidus est 

basée sur l’établissement d’un arbre phylogénétique et la réalisation d’un alignement de 

séquences des β4GalTs. Le développement d’un modèle moléculaire de la β4GalT7 humaine, 

basé sur la structure cristallographique de la β4GalT1 bovine, puis de la β4GalT7 de 

drosophile, nous a aidé à mieux comprendre le rôle de chaque acide aminé étudié dans le 

cadre de ce projet. 

La caractérisation in vitro des conséquences des mutations sur l’activité enzymatique et sur 

les constantes cinétiques nous a permis d’identifier des acides aminés qui jouent un rôle clé 
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dans le déroulement de la réaction enzymatique catalysée par la β4GalT7 humaine. Nous 

avons démontré l’importance fonctionnelle des deux résidus Asp du motif 163DVD165. En 

effet, mes résultats suggèrent qu’ils seraient impliqués, respectivement, dans la fixation de 

l’UDP-Gal et la formation de liaisons de coordination avec le cofacteur Mn2+. L’une des 

principales découvertes de cette étude est l’identification du Trp224 impliqué à la fois dans 

des interactions avec le substrat donneur et accepteur. De façon intéressante, nous avons pu 

moduler l’affinité, la spécificité de la β4GalT7 et sa capacité à initier la synthèse des GAGs ex 

vivo en générant un mutant de cette enzyme par substitution du Trp224 en His. 

D’après la littérature et la structure 3D de la β4GalT7 de drosophile, l’Asp228 constituerait 

vraisemblablement la base catalytique de l’isoforme humaine. Néanmoins, les approches 

expérimentales mises en œuvre n’ont pas complètement permis d’éliminer un rôle possible du 

Glu227. Par conséquent, des investigations supplémentaires, notamment la cristallisation de 

cette protéine en présence du substrat accepteur, demeurent nécessaires pour la détermination 

du rôle de chacun de ces deux acides aminés. Ces études  sont en cours. 

Parallèlement aux études in vitro, nous avons développé une approche pluridisciplinaire qui 

nous a permis de déterminer les conséquences fonctionnelles de la mutation de la β4GalT7 sur 

la capacité de l’enzyme à restaurer dans des cellules déficientes CHO-pgsB618, la synthèse 

des GAGs endogènes totaux ou à partir de la protéine "core" de la décorine, ou encore à partir 

d’un substrat xylosidique exogène, le 4-MOX. Les résultats obtenus ont corroboré, en général, 

les approches vitro, soulignant en particulier le rôle crucial du Trp224 de la β4GalT7 

humaine.  

Dans la deuxième partie de l’étude structurale et fonctionnelle de cette enzyme, nous nous 

sommes intéressés à la caractérisation biochimique et moléculaire des mutations de la 

β4GalT7, associées au syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos chez l’homme. j’ai, en premier 

lieu, analysé les conséquences de chacune des mutations (A186D, L206P et R270C) sur 

l’activité de l’enzyme et sur ses constantes cinétiques. Cette étude a été associée à une 

caractérisation ex vivo de la restauration de la synthèse des chaînes de GAGs dans des cellules 

déficientes CHO-pgsB618. 

Cette approche nous a permis de montrer que la mutation A186D de la β4GalT7 ne serait pas 

la principale cause de l’altération de la biosynthèse des chaînes glycosaminoglycaniques, 

constatée chez les patients atteints du syndrome progéroïde d’Ehlers-Danlos qui sont porteurs 

de la double mutation A186D/L206P. En revanche, la mutation L206P a des effets très 

délétères sur l’activité enzymatique évaluée in vitro et ex vivo et cela est vraisemblablement 
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dû à une altération majeure de la conformation de la protéine. Enfin, nous avons également 

démontré que la mutation R270C diminue de façon importante l’affinité de l’enzyme envers 

le substrat accepteur 4-MOX. 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude constitue une avancée importante 

dans la compréhension des mécanismes de fonctionnement de la β4GalT7 humaine, 

notamment, l’identification d’acides aminés impliqués dans l’organisation du site actif de 

l’enzyme et dans la reconnaissance du substrat donneur et/ou accepteur et de la base 

catalytique.   

Outre son intervention à un stade précoce de l’initiation de la synthèse des GAGs, la β4GalT7 

est une enzyme qui a la particularité de pouvoir utiliser des substrats synthétiques exogènes, 

pour initier la biosynthèse des GAGs. Ainsi, l’élucidation de son organisation structurale et 

fonctionnelle devrait permettre de développer des molécules glycomimétiques, qui seront 

destinées au traitement des pathologies associées à la perturbation de la synthèse des chaînes 

de GAGs. 

La β4GalT7 est une cible pharmacologique potentielle et l’élucidation de sa structure 3D 

devrait constituer un grand pas vers le développement de thérapies originales, basées sur le 

transfert de gène et sur l’addition de molécules glycomimétiques. C’est pourquoi, ayant 

développé un système performant d’expression dans la bactérie, nous avons lancé les 

premières tentatives de cristallisation de la β4GalT7 humaine. De plus, cette approche est 

complétée par une caractérisation physico-chimique des interactions enzyme-substrat, basée 

sur l’utilisation de la résonance plasmonique de surface, sur Biacore. Ce travail sera poursuivi 

par des collaborations avec mon équipe. 

Dans une partie complémentaire de mon travail de thèse, j’ai contribué à une étude originale 

qui a consisté à caractériser les mécanismes de régulation de l’expression des enzymes 

impliquées dans la biosynthèse des GAGs. Nous nous sommes intéressés, plus 

particulièrement, à l’étude d’un modèle cellulaire de chondrosarcome humain. La 

cartographie de méthylation des régions promotrices des gènes codant les enzymes 

intervenant dans la synthèse et la modification, par N- et O-sulfatation des chaînes de HS, 

nous a permis de montrer pour la première fois une hyperméthylation des îlots CpG situés 

dans la région promotrice proximale spécifique de la famille des 3-OSTs dans les cellules 

HEMC. Cette méthylation serait, très vraisemblablement, la cause de la répression de ces 

gènes dans la lignée HEMC du chondrosarcome humain, qui se manifeste par un faible taux 

d’expression des ARNm dans ces cellules.  
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L’extinction de l’expression des gènes hyperméthylés serait liée au caractère invasif de ces 

cellules cancéreuses. En effet, le traitement de ces cellules à la 5-Aza-dc a permis de corriger 

le comportement cellulaire des cellules HEMC. De façon intéressante, l’analyse de l’effet de 

la surexpression de la 3-OST1 et la 3-OST3A nous a permis de montrer que 

l’hyperméthylation de ces gènes contribue au phénotype invasif de ce chondrosarcome. Notre 

étude suggère que la diminution de la sulfatation, en position 3, des HSPGs cellulaires est liée 

à l’altération des propriétés cellulaires des HEMC et au développement du caractère invasif. 

Notre investigation confirme également que les gènes responsables de la 3-O-sulfatation 

seraient soumis à un mécanisme de régulation épigénétique, via la méthylation de l’ADN.  

Ce processus de contrôle de l’expression des gènes par la méthylation de l’ADN est largement 

identifié dans différents types de cancers. De façon intéressante, ce mécanisme de régulation 

de l’expression est associé au développement d’une résistance des cellules cancéreuses à la 

chimiothérapie, ainsi qu’à un pronostic défavorable. Cependant, l’altération de la méthylation 

de l’ADN est un phénomène potentiellement réversible. Ainsi, il a été possible au cours des 

dernières années de développer des approches thérapeutiques dans le traitement des cancers, 

par l’utilisation de molécules médicamenteuses capables d’induire la déméthylation de ces 

gènes. De nombreuses études sont actuellement au stade préclinique ou clinique du 

développement du médicament. Des agents inhibiteurs des DNMTs ont donné des résultats 

satisfaisants dans le traitement d’hémopathies, notamment dans le cas de la leucémie 

myéloïde ainsi que dans d’autres types de cancers. Le chondrosarcome reste un cancer 

particulièrement difficile à diagnostiquer et à traiter, notre étude constitue une avancée 

importante dans la compréhension des mécanismes de régulation par méthylation de l’ADN, 

de l’expression des gènes responsables de la sulfatation des chaînes d’HS cellulaires et ouvre 

des perspectives dans la prise en charge des tumeurs malignes du cartilage.  
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Mutant Amorce Séquence 
D163A 

 
 

D163E 
 
 

V164A 
 
 

D165A 
 
 

D165E 
 
 

A186D 
 
 

L206P 
 
 

F221A 
 
 

F221Y 
 
 

W222A 
 

 
W222F 

 
 

G223A 
 
 

W224A 
 
 

W224H 
 
 

W224F 
 
 

G225A 
 
 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 
 

5’GAC TAC ATT GCC ATG CAC GCA GTT GCA CTG CTC CCT CTC 3’ 
5’GAG AGG GAG CAG TGC AAC TGC GTG CAT GGC AAT GTA GTC 3’ 
 
5’ GAC TAC ATT GCC ATG CAC GAG GTT GCA CTG CTC CCT CTC 3’ 
5’ GAG AGG GAG CAG TGC AAC CTC GTG CAT GGC AAT GTA GTC 3’ 
 
5’ TAG ATT GCC ATG CAC GAC GCT GAC CTG CTC CCT CTC AAC 3’ 
5’ GTT GAG AGG GAG CAG GTC AGC GTC GTG CAT GGC AAT CTA 3’ 
 
5’ ATT  GCC ATG CAC  GAC GTT GCA CTG CTC CCT CTC AAC GAG 3’ 
5’ CTC GTT GAG AGG GAG CAG TGC AAC GTC GTG CAT GGC AAT 3’ 
 
5’ ATT GCC ATG CAC GAC GTT GAG CTG CTC CCT CTC AAC GAG 3’ 
5’ CTC GTT GAG AGG GAG CAG CTC AAC GTC GTG CAT GGC AAT 3’ 
 
5’-GG CCC TTC CAC GTG GAC TCC CCG GAG CTC-3’ 
5’-GAG CTC CGG GGA GTC CAC GTG GAA GGG CC-3’ 
 
5’-GC GGC ATC CTG CTG CCT TCC AAG CAG CAC TAC-3’ 
5’-GTA GTG CTG CTT GGA AGG CAG CAG GAT GCC GC-3’ 
 
5’ ATG TCC AAC CGC GCG TGG GGC TGG GGC 3’ 
5’ GCC CCA GCC CCA CGC GCG GTT GGA CAT 3’ 
 
5’ ATG TCC AAC CGC TAC TGG GGC TGG GGC 3’ 
5’ GCC CCA GCC CCA GTA GCG GTT GGA CAT 3’ 
 
5’ TCC AAC CGC TTC GCG GGC TGG GGC CGC 3’ 
5’ GCG GCC CCA GCC CGC GAA GCG GTT GGA 3’ 
 
5’ TCC AAC CGC TTC TTT GGC TGG GGC CGC 3’ 
5’ GCG GCC CCA GCC AAA GAA GCG GTT GGA 3’ 
 
5’ AAC CGC TTC TGG GCG TGG GGC CGC GAG 3’ 
5’ CTC GCG GCC CCA CGC CCA GAA GCG GTT 3’ 
 
5’ CGC TTC TGG GGC GCG GGC CGC GAG GAC 3’ 
5’ GTC CTC GCG GCC CGC GCC CCA GAA GCG 3’ 
 
5’ CGC TTC TGG GGC CAC GGC CGC GAG GAG 3’ 
5’ CTC CTC GCG GCC GTG GCC CCA GAA GCG 3’ 
 
5’ CGC TTC TGG GGC TTC GGC CGC GAG GAG 3’ 
5’ CTC CTC GCG GCC GAA GCC CCA GAA GCG 3’ 
 
5’ TTC TGG GGC TGG GCG CGC GAG GAC GAC 3’ 
5’ GTC GTC CTC GCG CGC CCA GCC CCA GAA 3’ 
 
 



 

172 
 

E227A 
 

 
E227D 

 
 

D228A 
 
 

D228E 
 
 

D229A 
 
 

D229E 
 
 

E230A 
 

 
H257A 

 
 

H257R 
 
 

R270C 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

Sens 
Antisens 

 
Sens 

Antisens 
 

5’ GGC TGG GGC CGC GCG GAC GAC GAC TTC 3’ 
5’ GAA CTC GTC GTC CGC GCG GCC CCA GCC 3’ 
 
5’ GGC TGG GGC CGC GAC GAC GAC GAC TTC 3’ 
5’ GAA CTC GTC GTC GTC GCG GCC CCA GCC 3’ 
 
5’ TGG GGC TGG GGC CGC GAG GCA GAC GAG TTC TAC CGG CGC 3’ 
5’ GCG CCG GTA GAA CTC GTC TGC CTC GCG GCC CCA GCC CCA 3’ 
 
5’ TGG GGC TGG GGC CGC GAG GAG GAC GAG TTC TAC CGG CGC 3’ 
5’ GCG CCG GTA GAA CTC GTC CTC CTC GCG GCC CCA GCC CCA 3’ 
 
5’ GGC TGG GGC CGC GAG GAC GCA GAG TTC TAC CGG CGC ATT 3’ 
5’ AAT GCG CCG GTA GAA CTC TGC TGC CTC GCG GCC CCA GCC 3’ 
 
5’ GGC TGG GGC CGC GAG GAC GAG GAG TTC TAC CGG CG ATT 3’ 
5’AAT GCG CCG GTA GAA CTC CTC TGC CTC GCG GCC CCA GCC 3’ 
 
5’ CGC GAG GAC GAC GCG TTC TAC CGG CGC 3’ 
5’ GCG CCG GTA GAA CGC GTC GTC CTC GCG 3’ 
 
5’ AAG ACA TTT CGC GCC CTG CAC GAC CCA 3’ 
5’ TGG GTC GTG CAG GGC GCG AAA TGA CTT 3’ 
 
5’ AAG ACA TTT CGC CGC CTG CAC GAC CCA 3’ 
5’ TGG GTC GTG CAG GCG GCG AAA TGA CTT 3’ 
 
5’-AAG AGG GAC CAG AAG TGT ATC GCA GCT CAA AC-3’ 
5’-GTT TGA GCT GCG ATA CAC TTC TGG TCC CTC TT-3’ 

 

Description des amorces utilisées pour la mutagenèse dirigée par PCR de la β4GalT7 

Le codon muté est souligné et en gras. 
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